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RESUME
Plusieurs groupes ont démontré la présence et la synthèse de
l'ACTH dans le placenta humain. Cette hormone semble avoir un effet
physiologique paracrine sur la sécrétion de progestérone, d'estradiol et
de prostaglandines au niveau trophoblastique. Nous avons entrepris l'étude
de la caractérisation des sites de liaison de cette hormone sur des
préparations de cellules placentaires isolées. Les études de liaison se
font en utilisant l'analogue Phe2Nle4 ACTH (1-24), marqué en utilisant
l'iodogène, et purifié par HPLC. Les cellules sont incubées à 22°C en
présence de Phe2 Nle4 ACTH et de concentrations croissantes
d'ACTH. La séparation de [^25j] ^0-^^ ^u libre se fait par
centrifugation. La liaison non-spécifique est mesurée en présence d'un
excès d'ACTH. La liaison spécifique est rapide, atteint l'équilibre en
moins de 20 minutes et reste stable pendant 15 minutes. Elle est
totalement réversible par une dilution de 10 fois avec ou sans un excès d'
ACTH (temps de dissociation= 15 minutes). A l'équilibre, la liaison est de
deux classes d'affinité. Un site de faible affinité (Kd4= 1.02xl0~®M)
et un de plus forte affinité (Kd2= 2.4xlO~®M). La liaison est
saturable avec un B4max= 5660 et un B2inax= 558 fmoles/100 000
cellules. Ce nombre de sites est deux fois plus élevé que pour les
cellules trophoblastiques de deuxième trimestre (B4m£ix= 3220 et B2max=
385 fmoles/100 000 cellules), tandis que l'affinité des sites est
identique pour les deux stades de la gestation. Les peptides connus pour
une action au niveau placentaire tels: l'insuline, angiotensine II, LHRH,
et l'EGF, utilisés à des concentrations allant jusqu'à 10 fjiM, ne déplacent




HPLC du [ . I] Phe2Nle4 ACTH (1-24) après une incubation de 20
minutes à 22°C en présence de cellules, montre que plus de 95% de l'ACTH
reste stable. La démonstration de tels sites de liaison complète 1'
évidence que l'ACTH possède un rôle de régulation au niveau du placenta.
Cependtint, des expériences de stimulation par l'ACTH, sur ce système
cellulaire, ne démontrent aucun effet de l'hormone sur les taux de
sécrétion de progestérone et d'estradiol.
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Ce nombre de sites est deux fois plus élevé que pour les cellules
trophoblastiques de deuxième trimestre (B2^max= 3220 et B2max= 385
fmoles/100 000 cellules), tandis que l'affinité pour les sites est
identique pour les deux stades de la gestation. Les peptides connus pour
une action au niveau placentaire tels: l'insuline, angiotensine II, LHRH,
et l'EGF, utilisés à des concentrations allant jusqu'à 10 /IM, ne déplacent
pas la liaison de l'ACTH à son réçepteur. La précipitation au TCA et
l'analyse en HPLC du [^^^I] Phe2Nle4 ACTH (1-24) après une
incubation de 20 minutes à 22°C en présence de cellules, montre que plus
de 95% de l'ACTH reste stable. La démonstration de tels sites de liaison
complète 1' évidence que l'ACTH possède un rôle de régulation au niveau du
placenta. Cependant, des expériences de stimulation par l'ACTH, sur ce
système cellulaire, ne démontrent aucun effet de l'hormone sur les taux de
sécrétion de progestérone et d'estradiol.
1. INTRODUCTION
1.1 Phénomène de parturition.
Le stade où la maturation du foetus correspond à un état adapté à
subir la contrainte de l'accouchement puis la vie à l'air libre est le
terme de la gestation et, la parturition est l'expulsion de ce foetus mûr.
Elle est l'aboutissement au sein de l'organisme maternel d'un processus de
croissance foeto-placentaire qui met en oeuvre de nombreux systèmes de
régulation endocriniens. Chez les primates, incluant l'humain, le ou les
signaux qui témoignent de l'achèvement de la gestation et provoquent la
parturition demeurent inconnus. Au niveau placentaire, une grande
diversité de substances et de facteurs a été mis en évidence récemment.
Comme le démontre le tableau 1, il est utile d'en faire le bilan dans la
mesure où précisément certains de ces éléments peuvent représenter les
signaux de la parturition. La parturition est également un phénomène
musculaire car ce sont des contractions du myomètre qui provoquent
l'expulsion du foetus. La relation spatiale entre le placenta et le
myomètre est montrée dans la figure 1. Il nous semble ici impossible
d'examiner en profondeur l'énorme littérature qui s'est accumulée sur la
physiologie de la grossesse et de la parturition au cours des trente
dernières années. Nous ferons une brève revue des {ispects qui nous
semblent représentatifs de l'orientation de notre recherche.
Tableau 1 Diversité des peptides et protéines spécifiques
au placenta. (Gordon & Chard, 1979.)























































Figure 1. Utérus d'une femme en gestation montrant
la localisation du placenta et du myomètre.
(J.A. Pritchard & P.C. MacDonald (1985) Williajns Obstetrics,
17^^ éd., Appleton-Century-Crofts, New-York, p.108.)

1.1.1 Endocrinologie de la parturition.
Avant de développer les notions récentes sur l'endocrinologie du
naintient de la gestation et du déclenchement de la parturition, il faut
brièvement différencier la physiologie stéroidienne de gestation des
mammifères de celle de l'humain.
Pour la plupart des mammifères et l'humain, l'évolution ainsi que le
contrôle du maintient de la gestation semblent grandement influencer par
les altérations de production de la progestérone et de des estrogènes.
L'estrogène est responsable de la stimulation de production des éléments
contractiles de l'utérus afin de favoriser son h3rpertrophie durant la
gestation. La progestérone contribue à potentialiser l'effet de
l'estrogène.
La terminaison de la gestation implique une coopération beaucoup plus
complexe, et bien synchronisée, de différents facteurs maternels et
feotaux. C'est dans ce phénomène que l'on retouve des différences
endocrinologiques importantes selon les espèces mammifères (rat, brebis,
singe, humain). Ces facteurs incluent l'évolution des concentrations de
progestérone et d'estrogène autîint que la participation des
prostaglandines, l'oxytocine et certaines aminés sjrmpathomimétiques. Chez
les mammifères, la parturition est précédée d'une chute de progestéronémie
maternelle. Par contre chez l'humain, quelques heures avant la parturition
le myomètre passerait progressivement, sans relation avec l'évolution des
hormones stéroidiennes dans le plasma périphérique maternel, d'un état à
dominance progestative associé à une hypocontractilité vers un état
oestrogénique plus favorable à la contraction (Runnebaum & coll., 1971;
Klinga & coll., 1975; Csapo & coll., 1977; Batra & coll., 1978).
La progestérone est donc impliquée dans les événements endocrinologiques
amenant le déclenchement de la parturition. Chez la femme, plus que chez
les mammifères, on observe une participation très importeinte du placenta
dans l'endocrinologie de grossesse. En effet, la source importante de
progestérone est via la conversion placentaire du cholestérol maternel,
tandis que la source d'estrogène est via la conversion placentaire de
l'androgène maternel et foetal.
Il est important de mentionner que la progestérone dans le myomètre
dépends à la fois de sa concentration placentaire (influence locale
s'exerçant au site placentaire) et de son taux circulant (influence
systémique s'exerçant à distance du site placentaire). La séquence des
chemgements hormonaux qui se déroule lors de la gestation et qui précède
le déclenchement du travail varie selon l'espèce animale. Les premières
études se concentraient sur les niveaux périphériques sanguins des
différentes hormones pour explorer la séquence chronologique de
l'initiation et l'évolution de l'accouchement. Considérant que ces études
sont très utiles, nous devons garder à l'esprit que les niveaux
tissulaires de ces hormones sont beaucoup plus critiques pour l'action des
cellules cibles que les niveaux seinguins. En effet, les récepteurs
spécifiques à ces hormones peuvent contrôler l'action de ces substeinces
dans le tissu cible. Les études sont maintenant plus orientées vers les
gradients tissu/sang des hormones et la caractérisation des récepteurs
hormonaux tissulaire afin de mieux définir les processus
endocrinologiques.
1.1.2 Influence de l'ACTH.
Parmis les facteurs placentaires pouvant influencer la gestation, il
est difficile de dissocier ceux qui permettent la croissance foetale et le
maintient de la gestation de ceux qui sont plus spécialement impliqués
lors du déclenchement de la parturition. Une hypothèse plausible est que
les facteurs qui participent à la production stéroidienne peuvent
influencer le maintient de la grossesse et, de façon plus évidente depuis
quelques années, le déclenchement de la parturition. Mais tous ces
facteurs sont largement impliqués dans le phénomène de la gestation et
leurs effets sont très diversifiés. De plus, ils peuvent potentiellement
interagir les uns vis-à-vis les autres, ce qui rends l'étude de leurs
effets physiologiques très complexe.
L'adrenocorticotropine influence le métabolisme stéroidien de la
glande surrénalienne maternelle et foetale et plus particulièrement celui
du placenta. Elle est secrétée par le placenta et peut agir de façon
paracrine sur ce dernier. Il a été noter que l'ACTH peut influencer la
sécrétion de progestérone placentaire (Barnea & coll., 1986) et plus
dernièrement la sécrétion de prostaglandines placentaires (Jones &
Challis, 1990).
1.2 Histologie du placenta.
Mise à part quelques différences mineures, la morphologie et la
structure histologique des placentas des mammifères domestiques et des
primates demeurent très comparables. Ils ont une structure de type
hémochoriale, constituée de trois couches foetales: 1'endothelium
vasculaire, le tissu conjonctif et le trophoblaste, en contact direct avec
le sang maternel (figures 1 et 2). Le placenta, constitué de plusieurs
types cellulaires, joue un rôle important dans la médiation des échanges
materno-foetaux et la sécrétion de certaines hormones. Dans le placenta
humain, le trophoblaste est constitué d'une couche externe sjmcytiale et
d'une couche interne cjrtotrophoblastique (figure 3).
1.2.1 Le cytotrophoblaste.
Le cytotrophoblaste est présent dans deux régions distinctes du
placenta, soit à la limite de la paroi basale utérine (figure 3) et à
l'apex des villosités. Les cytotrophoblastes persistent durant toute la
gestation, mais leur nombre diminue considérablement après le quatrième
mois de gestation. Les cellules à l'apex des villosités (cellules de
Langhans) sont les précurseurs des sjrncytiotrophoblastes. Ces cellules
cytotrophoblastiques sont ultrastructurellement simples et exercent des
fonctions de croissance et de différentiation cellulaire comme les
cellules embryonnaires et néoplasiques.
8Elles ont une synthèse protéique partielle et sont la source de plusieurs
facteurs de régulation et hormones placentaires: la LHRH (Khodr &
Siler-Khodr, 1978), la TRH (Simpson & MacDonald, 1981) et les endorphines
(Odagiri, 1979) sont parmis ces produits détectés (tableau 2).
1.2.2 Le syncytiotrophoblaste.
Au quatrième mois de gestation, au moment où le nombre de
cytotrophoblastes diminue, il se forme un contact direct entre les
sjrncytiotrophoblastes et la villosité (figure 3), ce qui devient important
pour la réalisation des échanges dans le concept d'une barrière
placentaire.
Le ssmcytiotrophoblaste est la cellule la plus active dans le
placenta, à cause de sa structure histologique qui lui permet de soutenir
une synthèse protéique intense. Il possède une forte concentration de
mitochondries (Wislocki & Bennett, 1943). Les corpuscules de
ribonucléoprotéines et la présence de nombreux ribosomes libres crée la
basophilie cytoplasmique observée dans les syncytiotrophoblastes (Wynn,
1975). Jusqu'au huitième mois, le cytoplasme est parsemé de vésicules
probablement associées au processus d'endocytose. Après ce moment, les
vésicules disparaissent, ce qui pourrait être le reflet d'une diminution
de l'activité de synthèse, à un moment où le foetus est une entité presque
autosuffisante.
Au début de la gestation, les microvillosités qui couvrent la surface
sjmcytiotrophoblastique sont longues et étroites (figure 3), puis elles
raccourcissent et s'aplatissent avec la prolongation de la gestation. Les
microvillosités sont essentielles au sjmcytiotrophoblaste puisqu'elles
médient les processus d'échanges. D'ailleurs on retrouve des
infrastructures de microfilaoents dans chacune de ces microvillosités.
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Figure 2 Visualisation schématique d'une coupe de placenta à terme:
1. La circulation foetale se fait dans les villus
chorioniques jusqu'à la decidua basalis.
2. Le sfing maternel oxygéné entre par les pores intervilleux
endomètriales et circule autour des villus pendant que des
échanges s'effectuent avec le sang foetal.
3. Les cotylédons consistent en deux ou plusieurs villus et
sont séparés par un septa placentaire.
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Figure 3 Représentation d'un villus placentaire.
On remarque la localisation des cellules cytotropho-
blastiques et syncytiotrophoblastiques par rapport à la
circulation maternelle et foetale.
G=Golgi, M=mitochondries, RER=reticulum endoplasmique
rugueux.
(D. Tulchinsky & R.J. Ryan (1980) Maternal-foetal
endocrinology, Saunders, Philadelphie/London/Toronto, p.18)
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Tableau 2 Représentation des différentes hormones impliquées dans la
régulation de l'axe hypothalamo-hypophysaire et
placentaire.
(Bowers & coll., 1979; Shibasaki, 1982; Odagiri, 1979;



























Le placenta réponds à la définition classique d'un organe endocrinien
et de plus, il est associé à une fonction particulière de sécrétion. En
effet, le placenta est relié à une fonction paracrine qui existe entre les
types cellulaires qui le forme, surtout au niveau des cjrtotrophoblastes et
des syncytiotrophoblastes.
1.3.1 Axe hypothalamo-hypophysaire.
Plusieurs des hormones sécrétées par le placenta sont identiques aux
hormones hjrpothalzuniques ou hypophysaires (tableau 2). Les dérivés de la
proopiomélanocortine (POMC), la corticotropine (ACTH), laj8-endorphine,
la j(3-lipoprotéine, et la LHRH (hCGnRH ou GnRH) sont synthétisés dans l'axe
hypothalamo-hypophysaire et dans le placenta. D'autres hormones sont
spécifiques au placenta: l'hormone chorionique (hCG) et l'hormone
somatomammotropique (hCS ou hPL), sont marquées d'homologie avec les
peptides hypophysaires correspondeint (LH, luteinizing hormone et GH,
growth hormone). La présence de ces peptides au niveau du placenta est
expliquée par une origine embryologique similaire pour l'hypophyse et le
placenta (Pearse, 1969 et 1977; Seeburg, 1984).
14
Les actions possibles de ces peptides placentaires se produisent sur
le système maternel et foetal (action endocrine) ou localement (action
paracrine), affectant d'autres constituants placentaires. Il est
intéressant de constater que le placenta humain sjmthétise le peptide POMC
et que dans le même tissu, le CRF est synthétisé (Grino k coll., 1987).
L'existence dans le placenta du CRF et de ses hormones cibles suggère que
le CRF pourrait avoir un effet paracrine ou autocrine sur la sécrétion des
dérivés du POMC, comme pour la régulation hypothalarao-hypophysaire. Cette
hypothèse a été vérifiée par la démonstration que le CRF stimule de
manière dose-dépendante la libération d'un peptide contenant la séquence
d'ACTH reconnue immunologiquement et éluant à un poids moléculaire
similaire à l'ACTH (Petriaglia et Sawchenko, 1987.). Ce résultat est
semblable à l'observation de la modulation de sécrétion d'hCG par un
peptide LHRH placentaire. Cet effet est médié par des récepteurs
membranaires spécifiques au LHRH (Bélisle & coll., 1984; Siler & coll.,
1983).
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1.3.2 Concept unité de reproduction: stéroidien.
Dès 1962, Diczfalusy proposait le concept d'unité feoto-placentaire, à
la lumière des travaux de Jost qui avait suggéré une capacité endocrine
importante du foetus animal (Jost, 1953.). Aujourd'hui on se réfère au
concept d'unité de reproduction car la mère, le foetus et le placenta ont
tous un rôle complémentaire dans la synthèse des hormones stéroidiennes
placentaires, puisque le placenta s'avère une glande endocrine incomplète
in vivo .
Le placenta des primates est incapable de convertir les stéroides
C21 en stéroides Cjg et par conséquent la voie de synthèse de la
progestérone est totalement indépendante de celle des oestrogènes. Comme
le démontre la figure 4, la production de ces derniers nécessite
l'intégrité des surrénales foetales. Cet aspect de complémentarité
foeto-placentaire a eu son intérêt à l'époque où la vitalité foetale était
mesuré dans l'espèce humaine par le taux maternel des oestrogènes
circulants ou urinaires.
Comme mentionné précédemment, toutes les hormones stéroidiennes
placentaires ont un rôle important dans le maintien de la gestation et
pour la parturition. Cependant, dans cette introduction je ne
m'intéresserai qu'à l'hormone qui fait l'objet de notre étude: l'ACTH,
dont le rôle biologique s'identifie par une influence sur le métabolisme
stéroidien.
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Figure 4 Tableau résumé des échanges métaboliques et de la
stéroidogénèse de l'unité de reproduction.
Le placenta synthétise:
1. la progestérone, à partir du cholestérol maternel.
2. l'estradiol, avec le DHEAS provenant du foetus et de la
mère.
3. l'estriol, utilisant le 16-OH-DHEAS foetal.












Antffo S te nedioAe /Oehydrotsoandfo-
sterooe
..OH



















1.4 Biosynthèse de l'ACTH placentaire.
1.4.1 Historique.
Les prenières observations de la présence d'activité adrénocortico-
tropique dims les extraits placentaires remontent au début des années 1950
(Jailer & Knowlton, 1950; Opsalil & Long, 1951; Assali & Hamnermesz,
1954.). A l'époque, Assali & Hammermesz évaluaient l'activité
adrenocorticotropique en mesurîint le taux d'acide ascorbique produit par
la glande surrénale, sous l'influence d'extrait placentaire. Ces auteurs
ont observé un gradient d'activité corticotropique, des villus
chorioniques vers le sang intervilleux, supposant ainsi que le placenta
humain était la source de production de cette substance
adrénocorticotropique.
Par contre, aucune preuve n'existait démontrant que cette activité
corticotropique des extraits placentaires était due à une substance
d'origine placentaire plutôt qu'à la présence d'ACTH contenu dans le sang
placentaire (Diczfalusy & Troen, 1961 et Saxena, 1971). Cette affirmation
relança la recherche de preuves irréfutables pour la synthèse placentaire
d'ACTH.
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Plusieurs évidences existent à l'effet que l'ACTH mesuré
immunologiquenent dans le placenta et le sang maternel a une provenance
placentaire (Genazzani & coll., 1975). Un autre groupe apporta les mêmes
conclusions en précisant que les concentrations de cortisol et d'ACTH dans
la circulation maternelle augmentaient progressivement pendant la
grossesse (Rees & coll., 1975). Ces auteurs mentionnent que l'augmentation
d'ACTH plasmatique chez la mère en gestation pouvait provenir de sécrétion
par l'hypophyse maternelle et/ou placentaire. En effet, le placenta serait
responsable de l'élévation des taux plasmatiques de cortisol car le
relâchement d'ACTH placentaire ne semble pas sujet aux processus de
rétroinhibition de l'hypophyse.
La sjmthèse in vitro de l'ACTH, par des cellules trophoblastiques, a
été démontrée de façon indirecte (Liotta & Osathanondh, 1977). Liotta a
utilisé des suspensions de cellules fraîches pour mettre en évidence la
localisation intracellulaire de l'ACTH, détecté immunologiquement, par des
études comparatives avec et sans trypsine. Ils ont également observé une
activité stéroidogénique de l'ACTH extrait qui était parallèle à l'ACTH
(1-39) standard. L'auteur remarqua la nécessité d'utiliser les techniques
de chasse radioactive pour démontrer définitivement la S3mthèse
placentaire d'ACTH.
Le groupe de Liotta démontra que les cultures de cellules
trophoblastiques humaines incorporent des acides aminés radioactifs dans
des stuctures de haut poids moléculaire possédant des déterminants
antigéniques pour l'ACTH et laj8-endorphine (Liotta & coll., 1980).
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Simultanément, un autre groupe utilisant des techniques d'immunoaffinité,
de chromatographie, de filtration sur gel et d'électrophorèse en addition
avec le RIA, ont détecté immunoréactivement la présence d'ACTH, de LPH (j3
et y ) et de ^-endorphine dans les extraits placentaires (Odagiri & al,
1979). Deux précurseurs de poids moléculaires de 36 000 et 48 000 ont été
identifiés.
Des éléments intéressants sur la biosynthèse in vitro et les
processus de maturation du précurseur immunoréactif de ACTH/jJ-endorphine
au niveau de 1*hypophyse et du placenta humain, sont maintenant connus
(Liotta & Kreiger, 1980).
Le placenta humain et l'hypophyse sjrnthétisent un précurseur qui est
similaire, physicochimiquement, au précurseur de l'ACTH et de la
j8-endorphine caractérisé dans l'hypophyse de souris: le POMC. Cette
similarité s'exprime par: 1) deux déterminants antigéniques, ACTH et
j3~endorphine, sur la même molécule; 2) la présence d'oligosaccharides; 3)
l'hétérogénéité de poids moléculaire sur PA6E-SDS; 4) l'analyse de
digestion trypsique qui donne un profil similaire; 5) le clivage
séquentiel du précurseur en molécules plus petites, comme le démontre les
expériences de chasse radioactive in vitro .
L'étude de l'expression du gène POMC au niveau du placenta a été
rapportée (Chen & coll., 1986). Le RNAm POMC du placenta semble être plus
court que celui de l'hypophyse et de l'hypothalamus de 150-200 bases.
Cette différence serait probablement le résultat d'un épissage différent,
dans la région codante pour la région N-terminale du glycopeptide.
La sécrétion et la synthèse du CRF (corticotropin-releasing factor) a
été localisée au niveau du placenta humain. Sa structure est similaire
sinon identique au CRF humain (Grino & coll., 1987). Le taux de synthèse
de RNAm CRF demeure constant pendant la grossesse (Chen & coll., 1986).
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Il a été dénontré que la sécrétion placentaire in vitro du CBF et des
peptides dérivés du POMC est indépendante de l'effet des glucocorticoïdes
(Margioris & coll., 1988). De plus, il est maintenant reconnu que le CRF
et l'oxytocine stimulent la libération in vitro d'ACTH au niveau du
placenta humain (Petraglia & coll., 1987; Margioris & coll., 1988).
Ces données, et les évidences déjà existsintes, démontrent que le
placenta est bien inclus dans l'axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien
maternel et possiblement foetal, durant la dernière phase de la grossesse.
1.4.2 Localisation du site de synthèse placentaire de l'ACTH.
Il a été bien établi que le syncytiotrophoblaste est la principale
source de synthèse protéique placentaire, il synthétise l'hCG et l'hPL
(Tabarelli, Koffer & Wick, 1983; Patillo & coll., 1983), mais le site de
synthèse des autres hormones de types hypophysaires dans le placenta n'est
pas bien connu. L'étude et la démonstration du site de synthèse de l'ACTH
ont été effectuées par localisation immunohistochimique (Al-Timmimi & Fox,
1986). Pour le premier et le troisième trimestre de gestation, l'ACTH a
été détecté uniquement au niveau des syncytiotrophoblastes. Les auteurs
mentionnent que cette étude n'exclue pas la possibilité que l'ACTH
détectée immunoréactivement soit simplement des sites de liaison de l'ACTH
sur des récepteurs spécifiques aux cellules sjmcytiotrophoblastiques.
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1.5 Structure de l'ACTH.
1.5.1 Précurseur POMC.
Dès que les structures prinaires de l'ACTH et de la jS-LPH ont été
déterminées, d'importantes similitudes de séquence entre ces deux
molécules ont été remarquées. Elles ont en commun un heptapeptide qui
occupe la position 4-10 dans les molécules d'ACTH et d'tt-MSH et 47-53 dans
celles de T-LPH et jQ-LPH. Parallèlement, le développement d'anticorps
contre ces peptides a permis de montrer par immunohistochimie en
microscopie électronique que la |(3~LPH et l'ACTH sont co-localisées dans
les mêmes granules de sécrétion des cellules corticotropes de l'hypophyse
de rat (Pelletier, 1979). Cet ensemble de données présageait l'existence
d'un partage d'une structure peptidique commune entre l'ACTH, laj8-LPH et
les peptides structurellement apparentés.
Cette stucture est la proopiomélanocortine (POMC), une glycoprotéine
de haut poids moléculaire (31 000), précurseur multifonctionnel d'une
variété de peptides, tels que l'hormone corticotrope (ACTH), les hormones
mélanotropes (O^ , jS et Y MSH) et lipotropes ( jS et Y LPH), et les
endorphines {Oi, fS et T endorphines). La POMC a d'abord été mis en évidence
par des études de biosynthèse réalisées sur une lignée tumorale de
cellules antéhypophysaires de souris, AtT-20. Ces cellules produisent une
protéine de masse moléculaire 31 kDa immunoprécipitable par des anticorps
dirigés contre l'ACTH ou lajg-LPH (Mains & coll., 1976).
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Sa structure a été confirmée par l'analyse des produits de traduction des
ARNm extraits des cellules AtT-20 (Roberts & coll., 1977) ou de cellules
de boeuf et de rat (Liotta & coll., 1980). La figure 5 montre cette
structure multifonctionelle du POMC. Des études ultérieures sur la
séquence nucléotidique de l'ADN complémentaire clonée provenant du POMC de
boeuf (Ntikeinishi 4 coll., 1979) ont confirmé et précisé les données
structurales obtenues par les méthodes biochimiques conventionelles.
Un schéma simple de la protéolyse séquentielle du précurseur POMC est
montré à la figure 5 . Les produits finaux de maturation de POMC (ACTH,
CLIP, MSHs, LPHs, endorphines) sont délimités par des paires d'acides
aminés dibasiques (Lys ou Arg) qui sont les sites de reconnaissance pour
les endopeptidases. Il est évident que la protéolyse spécifique et limitée
doit réguler la production de différentes hormones dans une même cellule,
dans différents tissus ou différentes espèces. Par exemple chez l'humain
la concentation plasmatique de /3-LPH est plus grande que celle de la
jS-endorphine (Wardlaw, 1979); les produits majeurs des cellules
hypophysaires sont l'ACTH et la |3-LPH tandis que dans le placenta l'ACTH
et jS-LPH sont clivés pour donner l'Oi-MSH et la j8~endorphine respectivement
(Liotta 4 coll., 1980).
Le précurseur POMC est une molécule glycosylée sur certains résidus
(figure 5). Cette glycosylation n'est pas apparente chez toutes les
espèces mammifères comme c'est le cas pour l'humain. La glycolysation
protège l'ACTH contre la dégradation plasmatique et intracellulaire (Loh 4
coll., 1979) qui résulte en des fragments C et N-terminaux qui contiennent
peu d'activité biologique (Bennett 4 coll., 1977; Jubiz 4 coll., 1978).
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Figure 5 Représentation schématique de la structure de POMC
de bovin, d'humain, de souris et de rat. On y retrouve
les différentes voies de biosynthèse des dérivés du
POMC de rat:
1. Les rectangles représentent la portion ayant une
séquence hautement conservée en acides aminés, dans les
trois prohormones du POMC.
2. Les traits sont les portions ayant des séquences
variables en acides aminés.
3. PS= peptide signal de la prohormone, JP= joining peptide,
?= site potentiel de glycosylation,
§■■= chaîne de carbone, 00= résidus Lys ou Arg qui
constitue les sites de clivage potentiels pour les
endopeptidases.




L'ACTH humaine est un peptide de 39 acides aminés dont la séquence est
très semblable à celle de trois autres meunoifères (porc, mouton et boeuf).
La figure 6 montre la structure de l'ACTH et de son analogue synthétique
Phe ^Nleu^ ACTH (1-24) utilisé pour l'étude des sites de liaison. Le
premier séquençage de l'ACTH humain a été rapporté en 1961 (Lee & coll.,
1961) et on sait aujourd'hui que la partie N-terminale contient l'activité
stéroidogénique pour les molécules des quatre espèces et que la séquence
d'acides aminés varie entre les espèces, seulement à deux positions (31 et
33), sur la moitié carboxyl terminal de la molécule (figure 6). Des études
avec différents analogues de l'ACTH: 1-24, 11-24 et 1-10 (Saez & coll.,
1974) démontrent que la portion C-terminale (11-24) de la molécule est
essentielle pour la liaison et que la séquence 1-10 doit contribuer à la
liaison parce que l'affinité de 1-20 et 11-24 pour le récepteur
surrénalien est beaucoup plus faible que 1-24.
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Figure 6 Structure de l'ACTH des mammifères.
La séquence d'acides aminés de l'ACTH de bovin et d'ovin
est montrée. La séquence diffère pour l'humain et le porc
aux positions indiquées. Les sites de clivage trypsique et
chsrraotrypsique sont indiqués. Les résidus Phe et Nleu
remplacent les acides aminés en position 2 et 4
respectivement, dans l'analogue synthétique Phe2Nleu4
ACTH. Les acides aminés Phe et Nie remplacent ceux en
position 2 et 4 dans l'analogue Phe2Nle4 ACTH (1-24).
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L'étape initiale de l'action d'une hormone polypeptidique sur son
tissu cible implique une interaction spécifique avec son récepteur
membranaire. L'ACTH ne fait pas exclusion à cette règle et possède un ou
des récepteurs spécifiques à la surface cellulaire de différents tissus
cibles. Le récepteur remplit deux fonctions fondamentales qui sont 1) la
reconnaissance d'une hormone et 2) le trtinsfert d'une information vers une
molécule second messager qui à son tour provoquera un effet biologique
spécifique à cette hormone.
1.6.1 Méthodologie de travail.
Plusieurs laboratoires travaillent avec différentes méthodologies pour
étudier la liaison de l'ACTH. Des sites de liaison ont été caractérisé sur
des homogénats membrzinaires de cellules fasciculées (Lefkowitz & coll.,
1970; Saez & coll., 1974; Durand & coll., 1980; Dazord & coll., 1974), sur
des membranes purifiées selon deux techniques différentes ( Finn & coll.,
1972; Glossman & coll., 1974) et enfin sur des cellules isolées ou en
culture. Ce modèle a été utilisé par plusieurs laboratoires ( Me Illhenney
& Schulster, 1975; Buckley 4 Ramachandran, 1981; Gallo-Payet 4 Escher,
1985).
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Dans le but de déterminer les sites de liaison de l'ACTH, un choix
approprié de l'agoniste utilisé pour l'étude est nécéssaire. Différents
fragments peptidiques de l'ACTH ont été utilisés pour étudier la séquence
peptidique de l'ACTH qui est responsable de la production de
glucocorticoides et de l'activité adénylate cyclase dans les tissus
surrénaliens. Les propriétés de liaison de ACTH (1-24),
ACTH (11-24) et nps-ACTH (1-24) ont été comparées (Saez & coll.,
1974). Le fragment ACTH (11-24) ne possède pas de sites de liaison sur les
tissus étudiés. La plupart des chercheurs ont finalement utilisé l'ACTH
(1-24).
Cependîint, le problème de base de la caractérisation des récepteurs
d'ACTH est la perte ou la faible activité biologique des peptides iodés.
Cette perte d'activité est due à l'introduction d'un atome d'iode de
grande dimension sur le résidu tyrosine en position 2 et à l'oxydation du
résidu méthionine en position 4. En effet, le dérivé 3,5 diiodo-Tyr^
ACTH (1-39) possède un potentiel stéroidogénique de 2.4 % comparé à l'ACTH
(1-39) (Rae & Schimmer, 1974; Lemaire & coll., 1977)
Afin de contourner ces difficultées rencontrées par l'iodation de
l'ACTH natif, le groupe de Buckley a effectué la synthèse d'un analogue
dans lequel le résidu tyrosine en position 2 est remplacé par la
phenylalanine et le résidu methionine en position 4 est remplacé par la
norleucine (figure 6) pour donner l'analogue Phe^Nleu^ ACTH (1-39)
(Buckley & Yamashiro, 1981). Cet finalogue et ses dérivés iodés ont
démontré une activité biologique comparable à l'hormone native(Buckley &
Yîimashiro, 1981; Buckley & Hagman, 1981).
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Depuis la synthèse de ces nouveaux dérivés d'ACTH, toutes les études de
liaison de l'ACTH à son récepteur membranaire ont été effectuées avec ces
produits car ils possèdent une radioactivité spécifique élevée, après le
marquage à l'iode 125, et assurent ainsi une corrélation directe entre la
liaison du peptide à son récepteur membranaire et la réponse biologique.
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1.6.2 Caractéristiques des sites de liaison de l'ACTH: une ou deux
classes de récepteurs.
Les études de liaison de l'ACTH ont commencé il y a 20 ans sur la
glande surrénale, tissu cible principal de l'hormone. Bien que plusieurs
études aient été réalisées, la liaison de l'ACTH à son récepteur et les
événements biochimiques subséquents font l'objet d'un débat considérable
dans la littérature récente: existe-t-il un ou deux récepteur{s) et
existe-t-il un ou deux seconds messager(s). Le tableau 3 regroupe les
différentes constantes de liaison de l'ACTH rapportées dans la
littérature.
Avant 1981:
Des homogénats membrïinaires de tissu surrénalien de boeuf ont servi
aux premières études de liaison de l'ACTH (Lefkowitz & coll., 1970;
Hofmeinn & coll., 1970). D'autres études, exécutées avant 1981,
démontraient l'existence de 2 classes de récepteurs pour les cellules
isolées de la zone fasciculées des surrénales de rat (Lefkowitz & coll.,
1971; Mcllhinney & Schulster, 1975; Yanagibashi, 1978; Saito & coll.,
1979; Ways & coll., 1976; Durand & Locatelli, 1980) .
Au contraire, certains laboratoires utilisant des cellules isolées ou
des membranes ont trouvé une seule classe de sites de faible affinité et




Des études plus récentes publiées après 1981, au cours desquelles des
peptides iodés biologiquement actifs ont été utilisés, n'ont pas résolu la
question des classes de sites de liaison de l'ACTH. Un premier groupe a
trouvé une seule classe de sites (Schulster & coll., 1984). Un deuxième
groupe (Catalane & coll., 1986) a observé une seule classe de sites de
liaison sur des glandes surrénales humaines. Cette même équipe avait
observé deux classes de récepteurs de l'ACTH, en utiliseint le même
analogue, sur un tissu différent (Buckley & coll., 1981). Un troisième
groupe a trouvé deux classes de site de liaison (Gallo-Payet & coll.,
1985) au niveau des glandes surrénales de rat.
1.6.2.1 Récepteurs de réserve.
Ramachandran (1981) utilisant un analogue bioactif (ACTH 1-38), a
démontré que la liaison spécifique de l'ACTH aux cellules fasciculées est
en corrélation avec la production d'AMPc mais pas avec la sécrétion de
corticostérone. Ces auteurs expliquent la dissociation apparente entre la
stéroidogénèse et la formation d'AMPc par le concept de récepteur de
réserve. Cette théorie suggère que les récepteurs d'ACTH sont présents en
excès par rapport à la quantité nécessaire pour observer une réponse
maximale de l'activité biologique. Ceci explique la dissociation entre les
doses élevées d'ACTH nécessaire pour saturer les sites récepteurs (et
obtenir une production maximale de AMPc) et les doses plus faibles,
suffisantes pour observer une stimulation de stéroidogénèse.
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Une occupation partielle des récepteurs serait suffisante pour déclencher
une faible production d'AMPc, qui elle pourrait stimuler une forte
production de corticostérone.
Les récepteurs de l'ACTH des adipocytes ont été étudiés par Oelofsen &
Ramachandran, (1983). Ils ont observé une seule classe de sites de liaison
de haute affinité avec une constante de dissociation de 1.7x10"^® M en
corrélation avec l'activité biologique (libération de glycérol). Au
contraire des cellules surrénaliennes, les adipocytes ne semblent pas
posséder de récepteur de réserve pour l'ACTH car la saturation de la
liaison et l'effet maximale de la lipolyse sont obtenue à des
concentrations similaires.
1.6.2.2 Deux classes de récepteurs.
L'ACTH est l'hormone principale qui contrôle la production de
glucocorticoides surrénaliens et un des plus puissants stimulants de la
sécrétion d'aldostérone par la zone glomérulée. Le groupe de Gallo-Payet &
coll., (1985), a observé deux classes de récepteurs et la constante de
dissociation du site de haute affinité est reliée à la dose d'ACTH
nécessaire pour obtenir la moitié de la réponse sécretoire maximale
d'aldostérone et de corticostérone dans les cellules glomérulées de rats.
L'action de l'ACTH est assurée via la production du second messager
AMP cyclique ( Gill, 1972; Halkerston, 1975) mais des doutes sur le seul
rôle de l'AMPc dans la stimulation de la stéroidogénèse ont été soulevés
par des résultats démontrant que la production de corticostéroides peut
être augmentée par une concentration physiologique d'ACTH sans démontrer
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de changement intracellulaire de la concentration d'AMPc (Beall, Sayers,
1972; Moyle, Kong & Ramachîindran, 1973). D'autres médiateurs pour l'action
de l'ACTH ont été proposés, soit le calcium et le GMPc. La présence de
calcium extra-cellulaire est nécessaire pour l'activation de l'adénylate
cyclase (Fakunding, 1979; Yanagibashi, 1979) et la production de stéroides
(Neher, 1978; Fakunding & Catt, 1980; Schiffrin, Les, Gutkowska & Genest,
1981; Cheitin, Buckley & Ramachandran, 1985).
Ce sont les études de structure-activité et les propriétés de liaison de
l'ACTH à son récepteur qui ont amené les chercheurs à conclure que deux
sites (ou deux récepteurs) peuvent exister, chacun ayant son propre second
messager.
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1.6.3 Caractérisation moléculaire du récepteur de l'ACTH.
Même si l'ACTH a été l'un des premiers polypeptides hormonaux utilisés
pour des études directes de liaison, l'identification et la
caractérisation des récepteurs spécifiques de l'ACTH demeure très
difficile. Un dérivé d'ACTH photoréactif (2,5-NAPS-ACTH), qui se lie de
façon covalente aux sites récepteurs de l'ACTH dans les cellules
fasciculées de rat, a été utilisé pour étudier les caractéristiques
moléculaires du récepteur ( Ramachemdrtin, 1980). Le dérivé marqué au
tritium fut retrouvé avec une seule bande protéique de poids moléculaire
100 kDa. En utiliseint un autre dérivé photoréactif
(p-azido-benzoic-N-hydroxysuccinimide), un autre groupe a observé une
protéine de 150 kDa par filtration sur gel, pour des membranes de cellules
glomérulées de rat. En conditions réductrices, une protéine de 58 kDa a
été observée par la technique d'électrophorèse PAGE-SDS (Sircar & coll.,
1985).
Etant donné les difficultés rencontrées par l'étude directe des
récepteurs d'ACTH, certains groupes ont développé des méthodes indirectes
afin d'identifier ces récepteurs. Bost & coll.(1986), utilisèrent un
einticorps contre le peptide encodé par le DNA complémentaire de l'ACTH,
pour purifier et caractériser le récepteur d'ACTH. Il est composé de
quatre sous-unités de P.M. de 83, 64, 52 et 22 kDa. Les sous-unités 83 et
52 kDa sont liées par des liens disulfures et associées de façon
non-covalente aux sous-unités 64 et 22 kDa. Le récepteur purifié possède
les mêmes constantes d'affinité que celles obtenues par les études de
liaison de Gallo-Payet & Escher (1985): 3.4x10^® M~^ et 1.0x10®
M"l).
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Tableau 3 Liste des différentes constantes de liaison de l'ACTH
rapportées dans la littérature. Ces études varient
par la nature et la préparation du tissu, la
technique d'étude de liaison ainsi que de l'analogue
d'[125j];YCTH.
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1.7 HYPOTHESE DE TRAVAIL
Nous reconnaissons aujourd'hui la tendance d'une organisation
fonctionnelle du système endocrinien placentaire selon l'axe
hypothalamo-hypophysaire (cyto-syncytiotrophoblaste). Dans ce sens nous
retrouvons une synthèse de CRF et de POMC (précurseur inactif de
différents opio-peptides incluant l'ACTH) au niveau trophoblastique. Le
CRF est responsable de la libération de l'ACTH, de façon endocrine au
niveau de l'hypothalamus et de manière paracrine au niveau placentaire
(Petraglia & coll., 1987; Margioris & coll., 1988). Ce parallélisme entre
le placenta et l'axe hypotalamo-hypophysaire a été démontré dans l'étude
de l'action endocrinienne de la LHRH (Bélisle & coll., 1984) et des
opiacés (Bélisle & coll., 1988).
L'hormone adrénocorticotropique semble être une molécule régulatrice
dans le phénomène de parturition chez les primates. A ce jour, nous
reconnaissons son action au niveau de la glande surrénale feotale qui
consiste à stimuler la libération des glucocorticoïdes, mais son rôle au
niveau du placenta n'est pas encore élucidé. Or, un groupe a réçemment
démontré une action biologique de l'ACTH sur la stéroidogénèse placentaire
(Barnea et coll., 1986), soit une stimulation de la libération de
progestérone et d'estradiol. Ceci jeta une lumière sur la nature du rôle
de l'ACTH au niveau du placenta. Nos travaux s'inscrivent dans une suite
logique de démarches visant à compléter nos connaissances sur le rôle de
l'ACTH au niveau placentaire et une preuve importante de l'action d'une
hormone peptidique sur un tissu consiste à démontrer la présence de ses
récepteurs dans le tissu cible.




1971 Lefkowitz & al. tum. surr. souris 2 0.001, 33
1972 Finn & al. memb. surr. bovin 1 100
1974 Saez & al. memb. surr. bovin 1 600
1975 Mcllhenney & al. cell. fasc. rat 2 0.25, 10
1975 Saez & al. memb. surr. humain 1 320
1976 Ways & al. memb. surr. rat (2) (basse), 2.9
1978 Yanagibashi & al. cell. fasc. rat 2 0.26, 7
1979 Saito & al. cell. fasc. rat 2
1980 Durand & al. memb. surr. lapin 2
1980 Nishisato & al. memb. surr.hum.tum. 1 310-5100
1981 Buckley &al. cell. surr. rat 1 1.4
1983 Oelofsen & al. cell. adip. rats 1 0.17
1985 Gallo-Payet & al. cell. fasc. rats 2 0.076,
1986 Catalane & al. cell. fasc. hum. 1 1.6
1988 Hofmann & al. part. surr. bovin 1 2.7
1.2
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2. MATERIELS ET METHODES.
2.1. HORMONES ET AUTRES MATERIELS.
Les peptides ( insuline, singiotensine, EGF et AVP ) proviennent de
chez Bachem et Peninsula. L'analogue Phe2NLeu4ACTH(l-24) est obtenu
chez Bachem (Torrence, Calif.), tandis que l'ACTH(l-24) (Cortrosyn) a été
acheté chez Organon Canada. Le matériel radioactif tel que le Na[^^®I]
(IMS.30) provient de chez Amersham Canada et [IjS,2j3-^H]-androstènedione
(A.S.= 47 Ci/ mmole) de chez New England Nuclear (Boston, MA.). Les
trousses de dosage de progestérone et d'estradiol proviennent de chez
Biomega (Montréal, Qué.). Le milieu MEM (Eagle's Sait), les antibiotiques
(10 000 U/ml de pénicilline et 10 000 mcg/ml de streptomycine) et la
glutamine servant à la préparation des milieux ont été fournis par Gibco
Canada (Burlington, Ont.). Le milieu Ham-FlO provient de chez Flow
Laboratories (McLean, Vi.) l'albumine bovine (BSA), la bacitracine et
l'inhibiteur de trypsine ont été obtenus de Sigma (St-Louis, Mo.). Le
Percoll provient de chez Pharmacia (Dorval, Qué.).
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2.2. MILIEUX ET TAMPONS.
le milieu A est le milieu de digestion enzymatique. Il est composé de
milieu MEM (sels de Eagle) avec 0.25% trypsine type III, 500 U/ml Dnasel
et 2% antibiotiques (pénicilline-streptomycine). Le pH (7.4) est ajusté
avec du bicarbonate de sodium.
Le milieu B est le milieu de resuspension des cellules
trophoblastiques, il est constitué de milieu Ham-FlO additionné de 2%
antibiotiques (penicilline-streptomycine), 20% de sérum bovin foetal
(Gibco) et tamponné avec du bicarbonate de sodium.
Le tampon C est constitué de 50 mM Tris-HCl à pH 7.4, il sert à la
préparation des membranes enrichies. Le tampon D est un tampon
sodium-phosphate (PBS glucose) à pH 7.4, contenant 0.45 mM CaCl2*2H20,
2.68 mM KCl, 1.47 mM KH2PO4, 0.137 mM NaCl et 2mM Na2HP04, il est
utilisé pour les incubations des cellules. Les tampons C et D sont
additionnés de 0.01% inhibiteur de trypsine type III, 0.1% bacitracine, 1%
BSA et Ig/L de glucose pour les incubations lors des expériences de
liaison.
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2.3 OBTENTION DES PREPARATIONS PLACENTAIRES.
2.3.1 SOURCE DES PLACENTAS.
Les placentas de 2^^®® (accouchements spontanés) et sième
trimestre (avortements thérapeutiques) sont obtenus du Centre Hospitalier
Universitaire de Sherbrooke ainsi que du Centre Hospitalier St-Vincent de
Paul. Ils proviennent d'accouchements vaginaux sans complications. Le
tissu est récolté dans les 30 minutes suivant l'accouchement et est plaçé
dans une solution saline (0.9% NaCl) à une température de 4®C. Les
membranes chorioniques et déciduales sont enlevées pour ne laisser qu'une
mince couche de tissu trophoblastique. Ce tissu est ensuite éliminé des
vaisseaux seinguins, morcelé puis traité pour la préparation des cellules
ou des membranes plasmiques enrichies. L'utilisation du tissu humain pour
l'exécution de nos expériences a été approuvée par le comité d'éthique de
la Faculté de médecine de l'Université de Sherbrooke.
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2.3.2 PREPARATION DES MEMBRANES PLACENTAIRES.
Les différentes étapes nécessaires à la solubilisation des membranes
placentaires sont représentées dans le tableau 4. Après avoir été coupé,
le tissu est lavé plusieurs fois avec une solution de 0.9% NaCl à 4°C
afin d'éliminer l'excès de sang. Le tissu est dilué dans le tampon C
(Tris-HCl, pH 7.4) avant d'être homogénéisé à l'aide du Polytron (4 fois
10 secondes à 4°C, vitesse de 4.5). L'homogénat est filtré sur quatre
épaisseurs de mousseline et le filtrat est centrifugé à lOOOxg pendant 20
minutes à 4°C. Le surnageant est recentrifugé à 10 500xg dans les mêmes
conditions et le culot est resuspendu dans le tampon Tris-HCl à une
concentration de 10g de tissu de départ/ml pour être utilisé immédiatement
ou congelé dans l'azote liquide.
Afin d'obtenir une purification des membranes, on centrifuge le culot
de 10 500xg sur gradient de densité continue de sucrose à 193 OOOxg
pendant 2 heures. Nous avons utilisé des tubes scellés (Quick-Seal) de 5.1
ml, un rotor vertical VTi-65 et une centrifugeuse Sorvall 0TB 75B
(Dupont). Des solutions de sucrose de 35,40,45,50 et 55% sont préparées et
coulées par couches dans les tubes à centrifugation. Les facteurs
d'enrichissements de cette méthode ainsi que la caractérisation
biochimique de ces préparations ont déjà été décrits en détails (Bélisle &
coll., 1984).
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Tableau 4 Solubilisation des membranes placentaires.
DILUTION DU TISSU: Ig./ml
HOMOGENISATION AU POLYTRON
FILTRATION SUR PLUSIEURS EPAISSEURS DE MOUSSELINE.
LE FILTRAT EST CENTRIFUGER A lOOOxg, 20 MINUTES.
/ \
SURNAGEANT CULOT
CENTRIFUGATION A 10,000xg, 15 MINUTES.
SURNAGEANT CULOT
SEDIMENTATION SUR GRADIENT DE DENSITE
CONTINUE DE SUCROSE (25-45%) A 193,000xg
PENDANT 2 HEURES.
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2.3.3 PREPARATION DES CELLULES TROPHOBLASTIQUES.
La méthode utilisée est une technique modifiée de celle de Hall &
coll., (1977) et déjà décrite pour la préparation de cellules en
suspension (Bélisle & coll., 1984). Un résumé schématique est présenté
dans le tableau 5. Le tissu trophoblastique frais est finement émincé et
lavé dans une solution de NaCl 0.9X à 4^0. Les deux premières digestions
sont effectuées dans le milieu MEM de digestion (milieu A) à 37°C sous
95% air-5% CO2 pendant 15 minutes en agitant manuellement tous les 5
minutes. Cette étape sert à éliminer les débris tissulaires en rejetant
les surnageants. Les digestions de 10 minutes sont répétées 6 à 8 fois. Le
surnageant de chaque digestion est filtré sur filtre de nylon dans un tube
Falcon de 50 ml. Ces tubes contiennent 1ml de sérum bovin foetal (FBS)
afin d'arrêter l'activité trypsique. Le filtrat est centrifugé à 150xg
pendant 8 minutes à la température de la pièce. Le culot est resuspendu
dans du milieu MEM, sans Dnasel ni trypsine, et centrifugé contre une
barrière de Percoll de 60% pendant 12 minutes à 800xg. Les globules rouges
se retrouvent au fond du tube et on récupère les cellules à l'interface
brunâtre. Ces dernières sont diluées dans le même milieu et centrifugées à
150xg pendant 8 minutes à température de la pièce. On resuspend le culot
dans le milieu HAM-FIO +20% FBS (milieu B) avant de mettre les cellules en
culture ou en suspension.
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2.3.3.1 CELLULES EN CULTURE.
Pour les cultures, 750 000 cellules sont disposées dans les boîtes de
Pétri Falcon de 35x10 mm dans un volume de 1.5 ml de milieu HAM-FIO +20%
FBS. Le milieu est changé tous les jours et les cellules sont utilisées
après 48 heures d'incubation à 37°C sous une atmosphère de 95% air-5%
CO2.
2.3.3.2 CELLULES EN SUSPENSION.
Pour les suspensions, les cellules sont déposées dans un tube Falcon
de 50 ml à une concentration de 1 million de cellules/ ml de milieu
HAM-FIO +20% FBS. Après 24 heures d'incubation à 22°C sous atmosphère
non-controlée, les cellules sont centrifugées pendant 8 minutes à 150xg,
lavées et utilisées.
2.3.4 VIABILITE CELLULAIRE.
La viabilité cellulaire est vérifiée par l'exclusion du colorant
vital bleu de Trypan 0.4%, par aromatisation de [lj3» jS2 -%]-
androstènedione ainsi que par microscopie optique et électronique.
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2.3.5 AROMATISATION DE [Ij3,2j3- H] ANDROSTENEDIONE.
La technique de Johnston utilisée pour mesurer la viabilité cellulaire
au niveau du tissu placentaire en culture (Johnston & coll., 1984) est
basée sur l'échange stéréospécif ique du tritium entre [Ij3i2j8-^H]
androstènedione et l'eau (Thompson & Suteri, 1974). Les cellules sont
incubées dans 2 ml de tampon PBS+glucose (tampon D) à 37°C. Le milieu
contient (0.45 nM) de stéroide marqué. Le témoin est obtenu en incubant le
tampon et 1'androstènedione marqué en absence de cellules. L'incubation
est terminée en transférant 1.5 ml du milieu réactionnel dans 10 ml de
chloroforme. Le mélange est vigoureusement agité au vortex et centrifugé
pendïint 10 minutes à 500xg après avoir laissé reposer pendant 30 minutes à
la température de la pièce. Des fractions de 1 ml de surnageant aqueux
sont transférées dîins des tubes de polystyrène auxquels on ajoute 1 ml de
IX Dextran-coated charcoal dans un tampon 10 mM Tris, 100 mM KCl, 1.5 mM
EDTA, pH 7.4. La solution est à nouveau agitée et reposée pendant 15
minutes à 4°C. Après une centrifugation de 10 minutes à 2600xg, 1.5 ml
de surnageant dans 7 ml de liquide à scintillation est analysé au compteur
Beckmann LS 8000, avec une efficacité de comptage de 60%.
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2.4 PREPARATION DE L'ACTH MARQUEE.
2.4.1 ANALOGUE UTILISE: Phe2Nle4 ACTH (1-24).
Afin de contourner les difficultées rencontrées par l'iodation de
l'ACTH natif (Buckley & Yanashiro, 1981), nous avons utilisé un ïinalogue
de l'ACTH dans lequel le résidu tyrosine en position 2 est remplacé par la
phenylalanine et le résidu methionine en position 4 est remplacé par la
norleucine (figure 6) pour donner l'analogue Phe2Nleu4 ACTH (1-24).
Cet analogue et ses dérivés iodés ont démontré une activité biologique
comparable à l'hormone native (Buckley & Yamashiro, 1981; Buckley &
Hagman, 1981).
2.4.2 MARQUAGE DE L'HORMONE.
Le marquage à l'iode 125 se fait selon la technique de Escher (Escher
1983) qui est une modification de celle de Salacinski & coll., (1981). En
résumé 5 flg du peptide sont incubés pendant 30 minutes à 22°C dans un
tube fflicrofuge de 500 (il contenant 100 fil de tampon phosphate (0.5 M, pH
7.2), 10 jlg d'Iodogène (Sigma) et 1 mCi de Na[^^®I] (1 mCi/ 10 (il). La
réaction est arrêtée par aspiration du contenu du tube microfuge dans une
seringue remplie de 0.2 ml de sulfite de sodium (1 M) et 0.2 ml d'iodure
de potassium (1.0 M). Le contenu de la seringue (1 ml) est injecté sur une




De cette façon, on élimine le Na[ I] libre et non incorporé au
peptide. Les peptides marqués et non-marqués, retenus par la précolonne
sont transférés sur une colonne de chromatographie à haute performance
(C-18 ^Bondapack) et élués par un gradient linéaire d'acétonitrile 20-60%
dans de l'acétate d'ammonium 0.25 M et isopropanol 2.5% à pH 5.0. Des
détecteurs Gamma et U.V. sont couplés à un enregistreur . Un profil
d'élution tjrpique est illustré à la figure 7. Le peptide est élué après 30
minutes, à une concentration de 40% d'acétonitrile.
2.4.3 MESURE DE L'ACTIVITE SPECIFIQUE DU MARQUEUR RADIOACTIF.
L'activité spécifique de l'hormone marquée (Phe2Nle4 ACTH (1-24))
est évaluée par dosage radiométrique selon la technique décrite par
Clayton (Clayton, 1983). En résumé la technique est la suivante : la
liaison spécifique du marqueur radioactif à son anticorps est mesurée par
déplacement avec des quantitées croissantes d'hormone non-marquée d'une
part, et d'autre part, en déplaçant l'hormone non-marquée par des
quantités croissantes du marqueur radioactif. On retrouve 2 courbes
parallèles de la liaison spécifique du marqueur en fonction de la quantité
d'agoniste ajoutée (A ou B). A 50% de la liaison spécifique maximum de
l'hormone marquée à son anticorps, une valeur en abscisse (concentration
d'agoniste froid) est déterminée pour chacune des courbes parallèles.
L'équivalence de ces deux valeurs permet le calcul de l'activité
spécifique exprimée en Ci/ mmoles d'hormone. L'activité obtenue est de
1500 Ci/mmoles, équivalent à une concentration de 10~^^M, pour 100 000
cpm dîins un volume d'incubation de 500 jul.
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Figure 7. Profil d'élution de Phe^Nle^ACTH(l-24) sur HPLC.
La purification de l'hormone radioactive est
effectuée sur une colonne C-18 jH-Bondapack utilisant
un gradiant linéaire d'acétonitrile 20-60%, acétate
d'ammonium 0.2 M, pH=5.0.(A) L'ACTH non iodé est
séparé du produit monoiodé
[Phe2Nle'^[3'^25j] Tyr23]ACTH(l-24) (B), et
est obtenu dans un pic homogène après 30 minutes













2.4.4 ETUDE DE L'INTEGRITE DE L'ACTH.
Les cellules et les membranes trophoblastiques sont incubées en
présence de l'hormone iodée selon le protocole d'étude de liaison (section
2.4.2). Après la séparation du complexe lié et de l'hormone libre par
centrifugation, une quantité de surnageant correspondant à 100 000 cpm est
utilisé pour analyse par HPLC. Une élution de l'hormone iodée, incubée en
présence de membranes ou de cellules, est comparée à une élution de
l'hormone n'ayant pas été incubée en présence de cellules ou membranes.
L'étude de la dégradation de l'hormone iodée est également effectuée
par coprécipitation avec la BSA, en utilisant l'acide trichloroacétique
10%. Après incubation, 100 000 cpm de l'hormone marquée est ajouté à 0.5
ml de TCA 10% et 100 000 cpm sont ajouté à 0.5 ml d'eau bidistillée (tube
servant de compte total). On incube pendant 15 minutes à 4°C, ce qui
permet de coprécipiter la BSA et l'hormone marquée non-dégrtidée. Les
fragments de dégradation demeurent solubles. On centrifuge le milieu de
réaction pendant 10 minutes à 4°C, 2600xg. Le culot est analysé sur
compteur Gamma.
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2.5 ETUDES DE LA LIAISON HORMONE-RECEPTEUR.
2.5.1. LIAISON AUX MEMBRANES TROPHOBLASTIQUES.
Les études de liaison de l'hormone marquée (Phe2Nle4ACTH(l-24))
sont réalisées en incubant 400 /il de préparations membranaires, contenant
0.6 mg de protéines, en présence de 50 /il d'hormone marquée (100 000 cpm)
et de 50 /il de tampon (liaison totale) ou de 50 /il d'hormone non-marquée
10~®M (liaison non-spécifique) dïins un volume final de 500 /il. On incube
dans du tampon Tris-HCl (tampon G) qui contient l'inhibiteur de trypsine
type III 0.01% et la bacitracine 0.1% afin de diminuer la dégradation du
peptide marqué et en fixant les conditions d'incubation à 20°C pendant
20 minutes. Pour les études de compétition, des concentrations croissantes
d'hormone non-marquée (10~® à 10~^^M) sont ajoutées à une
concentration fixe d'hormone marquée (10 ^ ®M). Après 20 minutes
d'incubation, le complexe hormone marquée-récepteur est séparé de
l'hormone marquée libre. Un volume de 200 [il du milieu d'incubation est
ajouté à 200 /tl de PBS-glucose froid dans un tube de 0.5 ml et centrifugé
à  12 OOOxg pendant 2 minutes à 4°C dans une microcentrifugeuse Beckmeinn
B. Le culot est ensuite lavé avec 200 /d de PBS+10% sucrose froid,
centrifugé une deuxième fois et le bout du microtube contenant le culot
est coupé et analysé sur compteur Gamma dont l'efficacité est de 76%. La
liaison spécifique est égale à la différence entre la liaison totale et la
liaison non-spécifique.
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2.5.2 ETUDES DE LIAISON SUR LES CELLULES TROPHOBLASTIQUES.
2.5.2.1 CELLULES EN CULTURE.
Les cellules, en culture primaire depuis 48 heures, sont lavées avec 2
ml de tampon PBS-glucose (tampon D) et préincubées pendant 30 minutes à la
température d'incubation, 22°C. L'incubation est initiée en remplaçant
le tampon de préincubation par le même tampon contenant les concentrations
appropriées de l'hormone non-marquée. La courbe de saturation est obtenue
en incubant des concentrations croissantes d'hormone marquée (10 000-1 000
000 cpm) et une concentration fixe d'hormone non-marquée (10~®M). Pour
la courbe de déplacement, on incube 100 000 cpm de l'hormone radioactive
en présence d'une concentration croissante d'hormone non-marquée (10~^^
à  10~®M). On arrête la réaction en aspirant le milieu d'incubation
radioactif et on lave les boîtes de Pétri 3 fois avec 2ml de tampon D
froid (4°C). On solubilise les cellules en ajoutant 1 ml de NaOH IN
pendant 15 minutes à 37°C. Les cellules sont transférées dans un tube de
5  ml, la boîte de Pétri est rincée avec 1 ml de tampon D, qui est
recueillit dans le même tube, et la radioactivité est analysée au compteur
Gamma.
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2.5.2.2 CELLULES EN SUSPENSION.
Les cellules en suspension depuis 24 heures sont centrifugées à 150xg
pendant 8 minutes. Le culot est dilué dans du t£impon PBS+glucose (tampon
D) et préincubé pendant 30 minutes à 22°C. Après la préincubation, les
cellules sont recentrifugées et resuspendues dans le même tampon à une
concentration de 250 000 cellules/ ml. Un petit volume de suspension
cellulaire (400 [il) contenant 100 000 cellules est incubé en présence de
l'hormone marquée et de l'agoniste non-marqué. Les études de liaison sont
faites selon le même protocole qu'avec les cellules en culture sauf que la
réaction est arrêtée par centrifugation des tubes à microcentrifugeuse. La
méthode est décrite dans la partie 2.3.2.
2.5.2.3 DISSOCIATION DU COMPLEXE HORMONE-RECEPTEUR.
La dissociation du complexe hormone marquée-récepteur est initiée
aussitôt l'obtention de l'équilibre du système, soit après 20 minutes
d'incubation avec les cellules à 22°C. On initie la dissociation en
dilu£int 10 fois le milieu de réaction avec du tampon PBS+glucose (tampon
D), avec ou sfins hormone non marquée (10~®M). La dissociation s'effectue
sur un temps de 20 à 220.-minutes et les complexes hormone libre et liée
sont séparés par centrifugation à 1500xg pendant 5 minutes, 4^0. Après
la dissociation, la quantité d'hormone marquée demeurant liée aux cellules
est mesurée.
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2.5.3 CALCUL DES CONSTANTES DE LIAISON ET STATISTIQUES.
Toutes les expériences de liaison et de stimulations sont réalisées
avec un minimum de 3 placentas et chacunes des expérience ont été
exécutées en duplicata. Les représentations selon Scatchard des courbes de
déplacement ont été réalisées à l'aide d'un programme mathématique (Munson
& Rodbard, 1980) adapté pour les microordinateurs IBM PC (McPherson,
1983). Les courbes de Scatchard non-linéaires ont été analysées selon un
modèle à deux sites, par un processus d'itération de régression
non-linéaire sur un ordinateur IBM 155. Les paramètres de la fonction
non-linéaire ont été estimés par une méthode utilisant un algorithme
pseudo Gauss-Newton. Les valeurs prédites sont calculées à partir
d'équations de Rodbard, utilisant les paramètres estimés Kj, K2, Nj^
et N2. Les donnés sont exprimées par une moyenne ±SEM et les analyses
statistiques selon le test T de Student.
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2.6 EVALUATION DE L'ACTIVITE BIOLOGIQUE.
2.6.1 STIMULATION DES CELLULES EN CULTURE.
Après 48 heures de culture dans des boîtes de Pétri Linbro, les
cellules sont lavées avec 2 ml de milieu HAMF-10 (milieu B) sans FBS et
préincubées 30 minutes à 37°C sous 95% air-5% CO2 afin d'éliminer les
traces d'ACTH endogène. On débute la stimulation en remplaçant le milieu
de préincubation par le même milieu contenant une concentration appropriée
de stimulants avec ou sans précurseurs (LDL ou DHEA-S). La stimulation est
arrêtée en recueillant le milieu extracellulaire. Les cellules sont mises
en suspension au moyen d'une spatule de caoutchouc (policeman), diluées
dans le milieu HAM-FIO et sonifiées avec un appareil à ultrason (40 fim
pendant 15 secondes) afin de libérer le milieu intracellulaire. Les
milieux intra et extracellulaires sont congelés à -20°C jusqu'au dosage.
2.6.2 STIMULATION DES CELLULES ISOLEES.
Après 24 heures de suspension dans du milieu HAM-FIO (milieu B) sans
FBS, les cellules en suspension sont centrifugées à 150xg pendant 8
minutes. Le culot est resuspendu dans le même milieu et préincubé à 37°C
pendant 30 minutes. On recentrifuge les cellules qui sont resuspendues à
une concentration de 1 million de cellules/ ml dans du milieu HAM-FIO sans
FBS qui contient ou pas, les stimulants et précurseurs. Les essais sont
terminer en centrifugant les cellules à 200xg pendant 10 minutes à 4°C.
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Le milieu extra cellulaire est aspiré et congelé. Les cellules sont
sonifiées dans un volume de 0.5 ml de milieu B et congelées à -20°C.
2.6.3 DOSAGES.
2.6.3.1 DOSAGE DE LA PROGESTERONE.
Une trousse de dosage Biomega (# RSL 10-24) est utilisée pour doser la
progestérone. On incube les échantillons et les standards de progestérone
pendant 60 minutes à 37°C en présence d'un anticorps polyclonal
spécifique à la progestérone et d'un antigène marqué à l'iode 125. La
concentration des échantillons est déterminée à partir de la courbe
témoin. On précipite les einticorps par addition de 1 ml d'antisérum
précipitfuit, tandis que l'hormone liée est séparée de l'hormone libre par
centrifugation à lOOOxg pendant 15 minutes à 4°C. L'essai permet la
détection de concentration de progestérone variant entre 0.2 et 50 ng/ ml.
La variabilité intra et inter-essai est de 7.4 et 6.3 % respectivement.
2.6.3.2 DOSAGE DE L'ESTRADIOL.
Le dosage de l'estradiol a été effectué avec la trousse radio-
immunologique Biomega (# RSL 10-18). Le protocole est le même que celui
utilisé pour la progestérone sauf exeption du temps d'incubation qui est
de 90 minutes. On détecte des concentrations d'estradiol variant entre 10
et 3000 pg/ ml.
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2.7 DETERMINATION DE LA CONCENTRATION EN PROTEINES.
La méthode utilisée pour la détermination de la concentration de
protéines est une adaptation de la méthode de Lowry (Lowry et coll.,
1951). En bref, les protéines sont précipitées au TCA 20% pour obtenir une
concentration finale de 10% TCA. Les échantillons sont centrifugés pendant
5  minutes à 2000xg. Le surnageant est décanté et le culot est solubilisé
avec 100 jxl de NaOH IN pendant 30 minutes. On ajoute à chaque tube 500 [il
d'eau bidistillée et 3 ml de 0.01% CuSO^, 0.02% de tartrate de sodium et
potassium dans 2% NaC03. Après 10 minutes, 0.3 ml du réactif de
Folin-Ciocalteau est ajouté et la réaction s'effectue pendeint 30 minutes à
la température de la pièce. La densité optique est mesurée à 500 nm et la
courbe témoin est réalisée avec de la BSA.
56
2.8 PREPARATION DES LIPOPROTEINES DE FAIBLE DENSITE (LDL).
La technique utilisée est une ultracentrifugation préparative décrite
par Lindgren & coll.(1961). En résumé, du plasma humain frais est
centrifugé à 1500xg pendant 10 minutes, pour enlever les globules rouges
et on ajoute une concentration finale de 0.3 mM EDTA, NaN3 3 mM, PMSF
10 M.
On augmente la densité du plasma (d=1.006, 1%) à d=1.025 (3.5%) par
addition de bromure de sodium et on centrifuge à 100 OOOxg pendant 20
heures à 16°C. On élimine les particules de densité inférieure à 1.025
en aspirant la couche supérieure blanchâtre avec une pipette Pasteur. La
phase inférieure est délicatement recouverte d'une solution de 3.5% NaBr
et recentrifugée dans les mêmes conditions.
La phase supérieure est éliminée et on augmente la densité de la phase
inférieure (d=1.025) à d=1.05 (6.8% NaBr). On centrifuge à 100 OOOxg
pendant 23 heures à 16°C et la phase supérieure, contenant les LDL, est
conservée. Cette phase contenant les LDL est recouverte d'une solution de
6.8% NaBr et centrifugée dans les même conditions.
La phase supérieure est récupérée (LDL) et dialysée pendant une nuit à
4°C contre 154 mM NaCl, 0.3 mM EDTA, 3 mM NaN3, à pH 7.4 avec un
changement de tampon. On dose la quantité de protéines contenue dans la
préparation par la méthode de Lowry. La pureté des particules LDL est
vérifiée par microscopie électronique. Les LDL sont fixées avec 2% de sel
d'osmium, dialysées pendant une nuit contre de l'eau bidistillée à 4°C




3.1 Etudes de liaison.
3.1.1 Liaison sur les cellules en culture.
3.1.1.1 Détersination de la liaison spécifique.
Nous avons utilisé des cellules trophobleistiques de troisièse
trinestre, maintenues en culture depuis 48 heures, pour la détermination
des paramètres de liaison de 1*ACTH. Différentes méthodes d*arrêts
d'incubation (1.filtration, 2.microcentrifugation, 3.précipitation avec
IgG, 4.solubilisâtion au NaOH) ont été vérifiées afin d'optimiser la
valeur de la liaison spécifique aux cellules. Nous avons retenu la
méthode d'arrêt par solubilisâtion au NaOH qui nous permet d'obtenir une
liaison spécifique supérieure, de 23 X pour 200 000 cellules, soit la
différence entre la liaison totale (30X) et la liaison non-spécifique (7X)
(tableau 6). La pourcentage très élevé de cette liaison spécifique nous a
amené à exécuter une expérience témoin de liaison avec l'ACTH marqué et la
boîte de Pétri ne contenant pas de cellules trophoblastiques (vide). Les
résultats du tableau 6 suggèrent que l'ACTH se lie de façon non-spécifique
à  la boîte de Pétri et que cette liaison est déplaçable par une forte dose
d'analogue non-marqué (liaison spécifique de 14% ).
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Dans le but d'éliminer cette liaison non-spécifique de l'ACTH, nous
avons effectué des expériences d'incubation de l'ACTH marqué avec des
boîtes de Pétri de différentes marques commerciales (Falcon 2001, Linbro,
Nunc). Toutes les boîtes vides ont la propriété de lier non-spécifiquement
une grande queintité d'ACTH. Certaines ne permettent pas aux cellules d'y
eidhérer. Le groupe de Gallo-Payet (1985) a caractérisé les récepteurs
surrénaliens d'ACTH avec des boîtes de culture Falcon 3001 (modèle
maintenant discontinué) qui permettaient une bonne adhésion des cellules
surrénaliennes (contrairement aux cellules trophoblastiques) et assuraient
peu de liaison spécifique. Nous avons également tenté d'éliminer cette
liaison non-spécifique en recouvrant les boîte de Pétri d'un polymère de
polylysine (poly-L-lysine hydrobromide, type 2). Un poljrpeptide basique
qui peut servir à diminuer l'adsorption non-spécifique de l'hormone sur
des surfaces inertes (Oelofsen & Ramachandran, 1983). Cet essai fût
également sans succès. Et enfin, il n'a pas été possible d'éliminer cette
liaison en augmentant la concentration de BSA dans notre milieu
d'incubation. L'addition de BSA a pour effet d'augmenter la qu£intité
d'ACTH libre (effective) dans le milieu d'incubation. Nous avons donc
dirigé nos études de liaison vers les préparations membranaires
trophoblastiques.
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Tableau 6 Liaison de ACTH aux
boîtes de Pétri et aux cellules trophoblastiques.
A) On incube 100,000 cpm d'ACTH iodé en présence de
250,000 cellules trophoblastiques maintenues en
culture durant 48 heures dans des boîtes de
Pétri Falcon 3001. Le milieu est incubé pendant
20 minutes à 22°C dans un tampon PBS-glucose.
La liaison non-spécifique est déterminé en
ajoutant 10~®M d'ACTH non-marqué au milieu
réactionnel.
B) La même expérience est reprise, mais en absence
de cellules dans les boîtes de Pétri.
% de liaison de l'ACTH iodé
A
boîte de Pétri +
250 000 cellules
B
boîte de Pétri vide
liaison totale 30 27
liaison non-spécifique 7 13
liaison spécifique 23 14
^ liaison spécifique d'ACTH iodé
première liaison reliaison
A) préparation de
membrane placentaire 0 (187o) 0 (167o)
B) cellules isolées
placentaires 3 (727o) 2
C) cellules fasciculées
de rat 2 (887„) 2
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3.1.2 Liaison aux préparations menbranaires.
3.1.2.1 Déteraination de la liaison spécifique.
Nous avons utilisé des fractions meabranaires de tissu trophoblastique
(10 OOOxg) pour étudier la liaison de l'ACTH marquée. Nous avons tenté
d'optimiser les conditions expérimentales afin d'obtenir une liaison
spécifique interprétable. Nous avons incubé, pendant un temps de 30
minutes à 22°C, une concentration de protéines variant de 0.6 à 1.5
mg/ml. Aucune liaison spécifique aux membranes n'a été détectée. On
calcule même un faible pourcentage négatif, dans le cas de la liaison
spécifique obtenue par des études de compétition par l'hormone
non-marquée. Nous avons comparé deux méthodes d'arrêt de réaction
(solubilisation au NaOH, microcentrifugation), ainsi que deux tampons
d'incubation (Tris-HCl et PBS-glucose) et nous avons obtenu le même
résultat. L'utilisation de membranes fraîches pour les expériences de
liaison nous a permis de vérifier que ce n'est pas la congélation à
l'azote liquide qui affecte la liaison spécifique aux membranes.
Nous avons purifié les préparations membranaires trophoblastiques par
gradient de sucrose selon une technique décrite par Bélisle &
coll.,(1984), qui nous permet d'obtenir des préparations membranaires
purifiées 7 fois comparativement à l'homogénat initial. Ce groupe a
démontré, par observation en microscopie électronique, que cette
purification permet d'éliminer une partie des lysosomes et des granules de
sécrétion contaminants et augmente considérablement le pourcentage de
liaison spécifique. Les résultats de liaison de l'hormone marquée à ces
membranes purifiées ne montrent aucune liaison spécifique. Il nous est
impossible d'expliquer la nature de cette
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liaison spécifique négative, mais la liaison compétitive de l'analogue
froid à une protéase pourrait être responsable de la protection de
l'hormone marquée, qui deviendrait disponible pour lier les sites
récepteurs membranaires.
Dans le but de vérifier l'intégrité de l'ACTH, nous avons mesuré le
pourcentage de dégradation de l'hormone marquée, par précipitation avec
10% TCA, après différents temps d'incubation en présence des membranes
trophoblastiques (10 OOOxg). Les résultats de la figure 8 démontrent
qu'après 5 minutes d'incubation en présence des membranes fraîchement
préparées, 70-80% de l'hormone marquée est dégradée à des températures de
37°C, 22°C et 4°C. L'intégrité de l'hormone, avant l'incubation avec
les membranes, est déterminée par précipitation au TCA 10% et élution sur
HPLC. La précipitation au TCA nous indique que 93% de l'hormone marquée
est contenue dans un seul pic riidioactif élué sur HPLC, ce qui indique que
l'ACTH marquée intacte. Donc, le peptide semble être dégradé au contact
des membranes trophoblastiques.
Ces résultats nous ont incité à vérifier la liaison de l'ACTH iodée
aux membranes en présence de différents inhibiteurs enzymatiques. Des
concentrations de 0.01% bacitracine (A), 0.01% d'inhibiteur de trypsine
type III (B), 1 mM PMSF (C), contenu dans un tïimpon Tris-HCl 50 mM pH 7.4,
ont été insuffisantes pour empêcher la dégrfidation de l'ACTH marquée. Une
incubation en présence de l'hormone thyroïdienne T3 et de l'ACTH marqué
a permis de vérifier que l'enzyme déiodase, retrouvée dans le placenta,
n'était pas responsable d'un scindage de l'atome d'iode radioactif fixé à
l'ACTH.
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Nous avons effectué une expérience témoin dans le but de vérifier si
les membranes placentaires s'avéraient responsables de la dégradation de
l'ACTH iodée. Après une incubation de l'ACTH marqué avec les membranes (30
minutes à 22°C), on prélève une portion du surnageant contenant 100 000
cpm d'hormone pour refaire une incubation, dans les mêmes conditions, en
présence de cellules fasciculées de glandes surrénales de rat. Les
caractéristiques de la liaison de l'ACTH aux cellules fasciculées de rat
ayant déjà été décrites par Gallo-Payet & coll.,(1985).
Comme le démontre le tableau 7, l'hormone incubée une première fois avec
les membranes trophoblastiques perd la capacité de se lié aux cellules
fasciculées de rat. Après un essai sur les cellules de rats, aucune
liaison spécifique de l'ACTH n'est obtenue et seulement 16 % de l'hormone
iodée est demeuré intact. Les résultats démontrent également, qu'une
portion de l'hormone marquée incubée en présence de cellules isolées
trophoblastiques ou de cellules fasciculées de rat, conserve 100 % de sa
capacité à lier les cellules fasciculées de rats (2-3 X de liaison
spécifique). On observe que le système de cellules isolées placentaires
n'induit pas de dégradation significative de l'ACTH iodée (28% de l'ACTH
est dégrîidée, par mesure au TCA). Nous avons donc dirigé nos études de
liaison de l'ACTH vers un troisième système, soit celui des cellules
isolées, en suspension.
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Figure 8 Etude de la dégradation de 1'[ ]ACTH, incubé
avec les membranes trophoblastiques, en fonction du
temps et de la température.
On incube 100 000 cpm d'[^^^I] ACTH en présence
d'une concentration membranaire de 600 [Ig/ tube (en
duplicata) dans un tampon Tris-HCl. Le milieu est
incubé pendant 20 minutes à une température de 4°C
( • ), 22°C ( A ) et 37°C ( G ). Le temps zéro
indique l'intégrité initiale de l'ACTH avant
d'incuber avec les membraines. On mesure l'intégrité






































Tableau 7 Dégradation de 1'[^25j]aqth par les préparations
membranaires (10,000xg) trophoblastiques.
A) On incube 100 000 cpm d'ACTH marquée en présence
d'une concentration de membrane placentaire de 600
flg/ml dans un tampon Tris-HCl. Le milieu réactionnel
(0.5 ml) est incubé pendant 20 minutes à 22°C et on
mesure la liaison spécifique du marqueur. On prélève
100 000 cpm du surnageant pour effectuer une
reliaison de l'ACTH marqué aux cellules fasciculées
de rat (témoin).
B) La même expérience est effectuée, mais avec 100
000 cellules trophoblastiques maintenues en
suspension durant 20 heures.
C) La liaison contrôle effectuée avec 50 000
cellules fasciculées de rat.
* Le pourcentage d'ACTH iodée non-dégradée est mesuré par
précipitation du surnagetint de réaction avec 10% TCA après
chaque incubation. Ces valeurs sont expimées entre
parenthèses.
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3.1.3 Liaison aux cellules en suspension.
3.1.3.1 Déteraination des conditions optinales: teaps, teapérature et
noabre de cellules.
Des cellules trophoblastiques de troisièae triaestre, aaintenues en
suspension pendant 24 heures, ont été utilisées pour étudier les
caractéristiques de liaison de l'ACTH aarquée.
Les conditions expériaentales de liaison ont été optiaisées en ce qui
a  trait au nombre de cellules incubées par tube. La figure 9 aontre une
liaison meiximale de l'hormone aarquée lorsqu'incubée en présence de 100
000 cellules/tubes. Ce pourcentage de liaison spécifique est aaxiaal
lorsque les cellules demeurent en supension pendant 18 à 24 heures à
22^0 dans un milieu HAM-FIO, 20%FBS, 2% antibiotique et tamponné avec du
bicarbonate de sodiua pH 7.4. Pour des périodes de préincubation
supérieures à 48 heures, la liaison de l'ACTH aux cellules
trophoblastiques diminue considérablement. Ceci semble être attribué à la
mort cellulaire. La liaison spécifique de l'hormone est de 2.8 + 0.8 % (n=
12) pour les cellules trophoblastiques, en présence de 1 xlO~^^M d'ACTH.
La liaison non-spécifique est calculée en utilisant 10~®M d'hormone
non-marquée et ne dépasse pas 40% de la liaison totale.
On constate que la liaison spécifique de l'ACTH iodée diminue avec
l'augmentation du nombre de cellules (50 000 à 400 000/tube) dans le
milieu d'incubation, à 22'^C. Ce comportement est explicable par une plus
forte dégradation protéolytique de l'ACTH marquée avec l'augmentation du
nombre de cellules (figure 10).
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La liaison de 1*ACTH augnente de façon linéaire lorsqu'incubée en présence
de 10 000 jusqu'à 100 000 cellules (résultats non-aontrés), sais nous
obtenons des variations très grandes par rapport à la noyenne. La liaison
maximale est atteinte à 100 000 cellules. Il semble plus précis de
calculer la liaison en fonction de la quantité de protéines plutôt qu'en
fonction de la concentration cellulaire. Cette dernière méthode donne
moins de précision, dûe à la variabilité du compte cellulaire.
La température optimale pour la préincubation des cellules
trophoblastiques est de 22^0 et permet d'obtenir une liaison spécifique
de 3.0% pour 100 000 cellules /tube. La liaison spécifique de l'ACTH est
nettement inférieure à des températures de 4°C et 37°C (1.3 et 1.0%
respectivement), pour un même nombre de cellules . La préparation des
cellules, à partir du tissu trophoblastique, est effectuée avec une enzyme
protéolytique: la trypsine. Il est très probable que la synthèse protéique
cellulaire soit insuffisante à 4*^0 et ne permet pas le recyclage des
protéines constituant le site de liaison de l'ACTH . Les cellules ne
peuvent pas rétablir leur intégrité membranaire et nous obtenons une
faible liaison de l'hormone aux cellules. Par contre pour une température
de 22°C, le processus est efficace et la liaison spécifique est doublée.
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Figure 9. Effet du nombre de cellules throphoblastiques sur la
liaison optimale de 1*[^^®I]ACTH.
Les cellules reposent dans du milieu HAM-FIO, 20%
FCS, pendant 24 hres et à différentes températures:
4, 22 et 37°C. La liaison optimale est obtenue
après repos à 22°C et la viabilité des cellules,
mesurée par exclusion du bleu Trypan, est de 85-90%.
On observe une liaison spécifique de 3.2% pour
100 000 cellules en présence de 100 000 cpm d'ACTH
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Afin de vérifier l'intégrité de 1'hormone iodée pendant les
expériences d'incubations, nous avons mesuré la précipitation de l'hormone
au TCA, après une incubation de 20 minutes à 22*^0 en présence d'une
queintité croissante de cellules trophoblastiques (50-400 000 cellules/
ml). La figure 10 montre une légère dégradation de l'hormone (15-20X) pour
une incubation en présence de 200 000 cellules/ ml (100 000 cellules/
tube). Par contre la dégradation augmente jusqu'à 35-40% avec une
augmentation de la concentration de cellules allant jusqu'à 400 000/ ml.
Nous avons vérifié la nature de la liaison spécifique en incubant
l'hormone marquée dans les tubes de polypropylène (utilisés pour toutes
les expériences subséquentes) ne contenant pas de cellules
trophoblastiques. Les résultats révèlent une absence de liaison du
marqueur aux tubes vides. La liaison est donc spécifique aux cellules.
De plus, un léger (pendant 20 minutes à 22*^0) traitement des
cellules à la trsrpsine (Gallo-Payet & Escher, 1985) diminue la liaison
spécifique à un niveau quasi indétectable. Ce qui indique la nature
protéique des sites de liaison.
La figure 11 montre que la cinétique d'association de l'ACTH aux
cellules placentaires est très rapide à 37^0: le maximum de liaison
spécifique est atteint après 15 minutes d'incubation (4X). Cette liaison
chute d'environ 55% pour les 15 minutes suivtintes. Une cinétique aussi
rapide est obtenue à 22°C mais la liaison est stable jusqu'à 35 minutes
d'incubation pour ensuite décroître lentement jusqu'à 120 minutes
atteigneint une liaison spécifique de 1%. La diminution de la liaison
spécifique de l'ACTH semble être dûe à la dégradation protéolytique de
l'hormone marquée plutôt qu'à celle du site de liaison cellulaire; car.
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une préincubation préliminaire des cellules, à une température de 22 C
n'engendre pas de diminution de liaison de l'hormone. A 4^C, une liaison
spécifique de 3.5% est maximale après 15 minutes d'incubation et stable
pendant 120 minutes.
Il est difficile d'établir une corrélation entre la liaison de
l'hormone à 4°C et son activité biologique obtenue entre 22 et 37°C.
C'est pourquoi il est avemtageux d'incuber à une température de 22^0.
Afin de poursuivre l'étude de caractérisation des sites de liaison de
l'ACTH, nous avons utilisé les paramètres suivtints pour l'incubation de
l'hormone marquée: 100 000 cellules trophoblastiques en suspension,
incubées pendant 20 minutes à 22*^0.
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Figure 10 Etude de l'intégrité de l'ACTH en fonction du nombre
de cellules trophoblastiques.
On incube 100 000 cpm d'[^^®I] ACTH avec une
quantité croissante de cellules (50-400,000
cellules/ml) pour un temps de 20 minutes à 22°C,
dans un tampon PBS-glucose (en duplicata). On mesure
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Figure 11 Cinétique de liaison de [^^^IJ-ACTH aux cellules
trophoblastiques isolées, en fonction du temps
d'incubation à 4, 22 et 37°C.
Les cellules sont incubées avec 100 000 cpm d'hormone
marquée, en duplicata, pendant les temps indiqués en
abcisse. La liaison spécifique est obtenue en
soustrayant la liaison non-spécifique de la liaison
totale i.e. la quantité d'hormone liée et non







































3.1.3.2 Saturation de la liaison hormone-récepteur.
La figure 12 montre la courbe de saturation de la liaison de l'ACTH aux
cellules placentaires isolées. A la plus faible concentration d'ACTH
marquée utilisé (1.07 xlO~^^M), 3.76% du peptide marqué est lié aux
cellules trophoblastiques (0.4 pM) tandis qu*à la plus grande
concentration (8.23 xlO~^®M), 2 % est lié (164 pM). La saturation des
sites de liaison n'est pas atteinte et il a été impossible de l'observer
avec les doses d'ACTH marqué que nous avons utilisées. En effet il est
inutile de travailler avec des concentrations d'hormone radioactive
supérieures à 1,000,000 cpm car nous observons une augmentation
proportionnelle de liaison non-spécifique, ce qui a pour effet de diminuer
considérablement la liaison spécifique.
3.1.3.3 Déplacement de la liaison hormone-récepteur.
La figure 13 réflète l'inhibition de la liaison de l'ACTH iodée lors des
études de déplacement des sites de liaison des cellules isolées, par
l'ACTH non-marqué (donnés expérimentales). L'analogue non-iodé ((ACTH
(1-24)) réduit la liaison de l'ACTH marqué d'une manière dose-dépendtinte;
50 % d'inhibition est obtenue à une concentration de Ix 10~^M d'ACTH
(1-24) (Cortrosyn) et/ou Phe2Nleu4 ACTH (1-24). La figure 14
représente les concentrations d'ACTH liée vs l'ACTH libre des donnés
expérimentales de déplacement. La liaison est saturable à la plus forte
dose d'hormone libre et permet d'atteindre un plafonnement de la courbe de
saturation.
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La représentation graphique selon la méthode de Scatchard (inséré) de la
courbe de déplacement présente une curvilinéarité qui suggère la présence
d'au moins deux classes de sites récepteur, de forte et de faible
affinité, pour les deux stades de gestation. Les valeurs de Kd et de Bmax
sont estimées par traitement des donnés avec les équations de Rodbard et
le modèle de régression non-linéaire. Les résultats nous révèlent une
augmentation du nombre de récepteurs d'ACTH pendant l'évolution de la
gestation. Par contre, l'affinité de ces sites demeure constante. La
figure 14 montre les résultats d'une expérience typique qui fut répétée
avec 6 placentas de fin de gestation et 3 de mi-gestation. Il est à noter
qu'il fût difficile de mettre en évidence les sites de forte affinité, à
22°C.
L'analyse des données de l'expérience de compétition ne démontre pas
la présence de coopérativité car le coefficient de Hill obtenu pour la
liaison de l'ACTH aux cellules est de n{j= 0.98 (n=6).
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Figure 12 Courbe de saturation de la liaison de l'[^^®I]ACTH
à des cellules throphoblastiques de placenta de
3ième trimeste.
Les quantitées croissantes d'[^^®I]ACTH (50,000 à
1,000,000 cpm) sont ajoutées au milieu d'incubation
et après 20 min à 22^0, la liaison spécifique est
déterminée selon la description décrite dans la
section matériels et méthodes. Cette figure est une
courbe représentative des résultats obtenus lors de
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Figure 13 Inhibition de la liaison de l'[^^^I]ACTH aux
cellules placentaires, par l'ACTH non-marquée.
Les cellules (100,000) sont incubées pendant 20 min à
22°C en présence d'une quantitée croissante d'ACTH
non-marquée (10~® à 10~^^M) et d'une quantité
fixe d'ACTH marqué (100,000 cpm). On observe une
liaison spécifique absolue de 2.5 % représentée par

























Figure 14 Courbe de saturation de la liaison spécifique de
ACTH par les cellules trophoblastiques de
placenta de 2^^°® et 31^™® trimestre.
Représentation graphique selon la méthode de
Scatchard (inséré).
A: Placenta de 2^®®®trimestre (n= 3).
Kdi= 0.04 iO.02x10
Bmaxl" 558 + 166 fmoles/100,000 cellules
Kd2= 0.09 ±0.04x10
Bmax2~ 5660±2300 fmoles/100,000 cellules
B: Placenta de 3^^'°®trimestre (n= 6)
Kdi= 0.05 +0.03x10
®maxl~ 385 + 300 f moles/100,000 cellules
Kd2= 0.08 + 0.06x10
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3.1.3.4 Spécificité de la liaison.
La spécificité de liaison de l'ACTH aux cellules trophoblastiques a
été vérifiée en incubant différents peptides connus pour leur action au
niveau du placenta, soit: l'angiotensine II, la LHRH, l'insuline et l'EGF.
Les études de spécificité de la liaison sont réalisés en utilisant les
fflênes conditions expérimentales, en incubant simultanément le marqueur
avec des concentrations de peptides qui varient de 1x10"^® à lxlO~®M.
La figure 15 démontre la spécificité de la liaison de l'ACTH marquée par
la non-capacité de ces peptides à déplacer la liaison du marqueur aux
cellules trophoblastiques. L'utilisation de ces peptides ne permet p{is
d'altérer la liaison de l'hormone marquée aux cellules même à des
concentrations aussi élevées que lxlO~®M. L'analogue Phe2Nle4ACTH
(1-24) et l'ACTH(l-24) sont également effectifs pour déplaçer l'ACTH
radioactive de son site de liaison, puisqu'une diminution de la liaison
est observée lorsque la concentration de ces deux peptides augmente.
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Figure 15 Spécificité de la liaison de l'ACTH.
Les cellules trophoblastiques sont incubées à 22°C
pendant 20 minutes, en présence d'ACTH marquée (100,
000 cpm) et de différents peptides connus pour leur
action au niveau du placenta; angiotensine II, LHRH,
EGF et l'insuline. La concentration de ces peptides
varie entre 10"^® et 10~®M. L'ordonnée représente
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3.1.3.5 Etudes de dissociation.
Les expériences de dissociation ont été effectuées dans le but de
discrininer entre la possibilité d'existence de sites hétérogènes pour la
liaison de l'ACTH et celle d'une coopérativité négative pour une seule
classe de sites. La figure 16 nous nontre la cinétique de dissociation du
complexe hormone-récepteur. La dissociation est initiée par dilution avec
du tampon froid et addition d'hormone non marquée (lxlO~®M), après 20
minutes d'incubation à 22^0 alors que la liaison est maximale et stable.
Les résultats démontrent que le complexe est rapidement dissociable. Dix
minutes après dilution avec le tampon, 60% du complexe est dissocié et le
déplacement de l'hormone se poursuit jusqu'à 220 minutes pour atteindre
une dissociation de 85%. L'ajout de l'agoniste non-marqué, dans le tampon
de dilution, augmente légèrement cette dissociation du complexe
hormone-récepteur. L'accélération de la dissociation de l'ACTH, par
l'hormone non-marquée, indique habituellement une coopérativité négative.
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Figure 16 Cinétique de dissociation de la liaison de
[^^^I]ACTH à des cellules trophoblastiques.
Les cellules sont incubées à 22°C pendant 20 min
avec [^^®I]ACTH (100,000cpm). La liaison spécifique
maximale obtenue est rapportée à 100% de liaison sur
l'ordonnée au temps zéro. Après la centrifugation des
cellules, au temps zéro, on initie la dissociation en
diluîint 10 fois avec ( A ) et sans f A ) la
présence de 10~®H d'ACTH non-marquée. Les complexes
hormones libres et liées sont séparés par























60 80 100 " 160
TEMPS (min . )
180 200 220
81
3.2 Viabilité du systène cellulaire.
3.2.1 Etude Morphologique des cellules trophoblastiques.
Nous avons cultivé les cellules trophoblastiques deins le milieu
HAM-FIO + 20X FCS pendant une période de 24 heures, soit les nêmes
conditions que pour les études de liaison et d'activité biologique.
Les cellules fraîchement obtenues par digestion trypsique du placenta
à  terme, forment une population homogène, sans contamination par des
globules sanguins, macrophages ou cellules du nésenchyme. L'exclusion du
bleu de Trypan par ces cellules montre une viabilité supérieure à 85%.
L'observation des cellules en contraste de phase nous permet d'identifier
deux populations cellulaires. La première comprend des grandes cellules,
multinuclées, qui dérivent du sjmcytiotrophoblaste. L'autre population
consiste en de petites cellules momonuclées: les cytotrophoblastes, que
l'on retouve deins une proportion nettement majoritaire.
Une fraction de la suspension cellulaire a été fixée pour être
observée en microscopique électronique. L'observation de plusieurs
fractions d'une même population cellulaire, nous démontre qu'une grande
majorité des cellules sont de types cytotropholastiques. On retrouve des
cellules à différents stades de maturation (figure 17). Les cellules
cytotrophoblastiques immatures contiennent peu de reticulum endoplasmique,
quelques vésicules lipidiques, des microvilli, et un peu de glycogène
(photo A). Les cellules matures montrent la présence de microvilli, un
réticulum endoplasmique bien développé et plusieurs corpuscules
multivésiculaires (photo B).
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Figure 17 Morphologie des cellules trophoblastiques.
Les cellules trophoblastiques sont incubées dans un
milieu HAM-FIO + 20% FCS pour une période de 24
heures. Une fraction de la population cellulaire est
prélevée pour observation en microscopie
électronique, photo A: cellule immature, photo B:
cellule mature.
RE= reticulum, endoplasmique, N= noyau, Mc= membrane
cellulaire, m= microvilli, gly= granules de glycogène
et G= Golgi.
La fixation des cellules est effectuée avec 2.5% de
glutéraldéhyde dans un tampon cacodylate (G.IM) à un



























3.2.2 Activité de 1'aromatase.
Les cellules trophoblastiques ont la propriété de produire les
stéroides estrogènes par l'aroBatisation enzjrBatique des androgènes. La
présence de cette activité enzjTiatique dans les cellules en suspension a
été vérifiée. Les expériences ont été effectuées avec des cellules en
suspension au repos depuis 24 heures dans du nilieu HAM-FIO, 20% FBS et
l'aroaatisation a été mesurée par la néthode d'échange de tritium aise au
point par Thoapson et Siiteri (1974) qui utilise [1jS, 2j3-^H]-
androstènedione coaae substrat.
L'activité de l'aroaatase des cellules trophoblastiques a été assurée
pour différents teaps d'incubation après l'addition de [^H]-androstène-
dione. L'accumulation progressive du produit formé est évaluée pendant une
période de trois heures. A la figure 18 on remarque que le maximum de
l'activité enzymatique est atteint après 2 à 3 heures d'incubation à
37°C avec 0.45 nM de substrat (8X de transformation pour 2.5x10®
cellules). On obtient près de 30 pmoles de [^H]androstènedione
transformés par 250,000 cellules. Les résultats sont légèrement inférieurs
à  ceux obtenus par Johnston (Johnston & coll., 1984) qui démontraient un
maximum de conversion de 30 à 40% et ce après 3 à 4 heures d'incubation en
présence de 1x10® cellules).
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Figure 18 Détermination de l'activité de l'aromatase des
cellules trophoblastiques en suspension.
Le transfert de de 1'androstènedione à l'eau
par le complexe enzymatique aromatase est mesuré par
la technique de Jonhston & coll., (1984). Les
cellules trophoblastiques sont incubées à 37°C,
pendant différents temps, en présence
d'androstènedione marquée (0.45 nM). La réaction est
arrêtée par centrifugation avec une solution de

































































3.2.3 Sécrétion de progestérone.
Les cellules trophoblastiques ont la propriété de synthétiser et de
sécréter différents stéroides. La progestérone est synthétisée à partir
du cholestérol transporté par les LDL qui proviennent de la aère et du
foetus. Afin de caractériser la fonctionabilité des cellules
trophoblastiques isolées, nous avons étudié leur activité stéroidogénique
pour des périodes d'incubations à court terae. Les cellules ont été
cultivées pendant 24 heures dcuis un ailieu HAM-FIO. Le ailieu est changé
puis on procède à la récolte des différents échantillons du ailieu
extracellulaire (de sécrétion) en fonction du teaps. La figure 19 aontre
la sécrétion spontfinée de progestérone par les cellules placentaires
cultivées dans les aêaes conditions que pour les expériences de liaison.
On observe une augmentation significative de la sécrétion de progestérone
de G à 16 heures, définie coaae étant la progestérone sécrétée dans le
ailieu extracellulaire à la fin de la période d'incubation moins le
contenu en progestérone du ailieu au teaps zéro. Cette sécrétion augaente
de façon linéaire avec un taux moyen de 0.25 ng/al/heure pour 1x10^
cellules.
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Figure 19 Sécrétion basale de progestérone par les cellules
trophoblastiques.
Les cellules trophoblastiques reposent pendant 24
heures dans le milieu HAM-FIO + 20% FCS, à 22°C. On
préincube les cellules 30 minutes dans le milieu de
stimulation sans hormones. La stimulation est
effectuée à 37°C, en remplaçant le milieu de
préincubation par un tampon PBS-glucose contenant
10~^M d'ACTH. La sécrétion de base est mesurée en
ajoutîuit le tampon sans l'hormone. On arrête la
stimulation par centrifugation. Le milieu






















Des résultats préliminaires nous ont démontré une augmentation de la
sécrétion de progestérone lors d'une stimulation avec l'ACTH. La
stimulation était de 1.6 fois (2.6 à 4.3 ng/ml), avec un temps
d'incubation de 4 heures et une concentration d'ACTH de lxlO~'^M. Nous
avons repris les expériences et la figure 19 montre les résultats de
stimulation des cellules trophoblastiques par une même dose d'ACTH
(1x10~''m) pour une période de 0 à 16 heures. On constate aucune
variation de sécrétion de la progestérone par rapport à la sécrétion
basale, pendant la période de stimulation. Dfins le but de reproduire les
résultats initialement obtenus, nous avons procédé à l'étude de certains
paramètres expérimentaux.
1. Milieu de culture.
Les cellules trophoblastiques (lxlO®cellules/tube) ont été cultivées
pendant 24 heures, dans un milieu contentint du sérum bovin foetal. Ce
sérum est composé, entre autre, de plusieurs hormones stéroidiennes et la
présence de ces substeinces dans le milieu de culture pourrait être
responsable d'un phénomène de rétroinhibition de la synthèse et/ou la
sécrétion de la progestérone. Nous avons donc éliminé la plupart des
hormones stéroidiennes par centrifugation du sérum en présence de charbon
activé. Nous avons également désactivé le complément contenu dans le sérum
par chauffage. Nous avons observé des concentration extracellulaires




Le temps d'action d'une hormone peptidique est très court, c'est celui
requis pour sa liaison à son récepteur. Il est alors essentiel de vérifier
si l'effet de la stimulation par l'ACTH n'est visible qu'à court terme
seulement. Nous avons effectué des stimulations à l'ACTH dans des
intervalles de 0-4 heures, à toutes les 30 minutes. Aucun résultat
concluant n'a été obtenu (taux de sécrétion= 1.5 ng/ml).
3. Concentration de l'ACTH.
Des courbes dose-réponse ont été effectuées pour des concentrations de
lxlO~® et lxlO~^M d'ACTH. Nous avons employé des temps d'incubation de
4, 24 et 48 heures, avec un milieu d'incubation sans stéroïdes. Aucune
réponse significative n'a été remarquée.
4. Précurseurs stéroïdiens.
La sécrétion de progestérone par les cellules trophoblastiques est
limitée par sa sjmthèse, qui est contrôlée par l'apport en précurseurs de
cholestérol. Les LDL sont les transporteurs sanguins du cholestérol. La
translocalisation du cholestérol du milieu extracellulaire vers
l'intérieur de la cellule nécessite son assemblage sous forme de LDL et la
liaison de ce dernier à son récepteur membranaire trophoblastique. Nous
avons effectué l'isolement des LDL à partir du plasma humain frais, selon
la technique de Lindgren & coll., (1961). La figure 20 montre la pureté
des LDL. On ne détecte que très rarement les structures des chylomicrons
et des VLDL. L'intégrité des LDL est caractérisée par la structure
sphérique des particules.
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Nous avons utilisé ces LDL à une concentration optimale (200 ug/ml) pour
une stimulation à long terme (0-24 heures) (Winkel & coll., 1980). Les
résultats ont permis d'observer une augmentation de la sécrétion basale
mais aucun effet de l'ACTH sur cette sécrétion.
5. Mesure de la sécrétion d'estradiol.
Il est connu que le placenta humain ne possèdent pas les enzjrmes:
17-hydroxylase et C-17,20 lyase. Donc la production des estrogènes est
clairement dépendante de l'apport en précurseurs C-19. Le 17 jSestradiol
est formé à partir du déhydroépiandrosterone (DHA) et de son dérivé
sulfaté qui proviennent des compartiments foetaux et maternels.
Nous avons mesuré la sécrétion basale d'estradiol (500-1000 pg/ml/4
heures), mais aucun effet de l'ACTH n'a été observé. Nous avons utilisé le
précurseur de synthèse DHEAS pour augmenter le niveau de sécrétion
(1000-1300 pg/ml) mais, même dans ces conditions, l'ACTH n'a eu aucun
effet sur la sécrétion d'estradiol.
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Figure 20 Micrographie des lipoprotéines de faible densité.
La purification des LDL est effectuée selon la
technique de Lindgren & coll., (1961). La pureté des
microparticules est mise en évidence par
microscopie électronique, en colorant avec le
phosphotungstate de sodium 1%. On détecte que très
rarement les stuctures des chylomicrons et VLDL.
L'intégrité des LDL est caractérisée par la structure





Les résultats présentés dans cette étude sont les preniers à
caractériser biochiBiquenent des sites de liaison de l'ACTH au niveau du
tissu trophoblïistique huaain.
Afin d'obtenir les paramètres de liaison de l'hormone au niveau du
tissu cible, nous avons étudié un système de cellules trophoblastiques
maintenues en culture. La première étape du travail consistait à obtenir
un système biologique permettant de travailler sur une population homogène
de cellules, afin d'en étudier les sites de liaison de l'ACTH. Il a été
démontré maintes fois depuis 1960, et de façon plus convaincante récemment
(Klyman & coll., 1986) par la technique de cinématographie, que les
cellules trophoblastiques conservées en culture pendant quelques jours se
différencient. Les cellules passent du type cytotrophoblastique pour
fusionner ensemble et former une population homogène de cellules
syncytiotrophoblastiques. Nos études de liaison de l'ACTH effectuées avec
ce système cellulaire nous ont amené à un exemple d'erreur
d'interprétation d'un phénomène biologique. En effet, la difficulté
majeure rencontrée lorsque l'on travaille avec l'ACTH et ses dérivés
réside dans la propriété qu'ont ces analogues de lier de façon
non-spécifique une grande quantité de matériaux, comme le verre, les
plastiques, les membreuies biologiques, etc. (Hofmann & coll., 1988;
Ramachandran & coll., 1980).
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Sa structure tridimensionnelle lui confère une charge électrostatique
globale positive, ce qui lui donne la possibilité d*interagir de façon
électrostatique avec différentes substances possédant une charge négative
(Ways & coll., 1976; Buckley & Ramachandrein, 1981), comme probablement les
récepteurs biologiques. Nos résultats démontrent que le système de
cellules en culture ont une capacité évidente de lier l'ACTH et surtout le
support plastique constituant la boîte de Pétri. Plusieurs essais furent
effectués pour éliminer cette liaison non-spécifique de l'ACTH aux boîtes
de Pétri (BSA, polylysine, différentes boîtes de Pétri), mais en vain. Un
phénomène semblable a déjà été observé (Cuatrecasas & coll., 1976) en
effectuant des travaux avec l'insuline sur le talc.
Cet échec partiel nous a amené à utiliser un autre système biologique,
soit les membranes trophoblastiques. Ces expériences nous ont confrontés à
un second obstacle important lors de l'utilisation de l'ACTH: la
protéolyse rapide de l'hormone en présence de membranes et/ou de cellules.
Le placenta contient toutes les enzymes protéolytiques essentielles à la
régulation de la disponibilité de l'ACTH à partir de son précurseur
biologique, le POMC. En effet l'ACTH est généré à partir du POMC par un
clivage spécifique du précurseur aux différentes paires d'acides aminés
basiques. L'enzjrme responsable de ce clivage est de type trypsine. Il
existe une variété d'enzymes connues qui peuvent dégrfider l'ACTH:
l'endopeptidase, la thiol endopeptidase, la dipeptidyl- aminopeptidase 1
(DAP 1) et la trypsin-like . La plupart de ces enzjrmes se trouvent dans
les cellules trophoblastiques car l'ACTH peut être transformer en
alpha-MSH et la béta-LPH en béta-endorphine au niveau du placenta (Liotta
& coll., 1980).
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De plus, l'analogue Phe2Nleu4 ACTH (1-24), utilisé pour effectuer les
études de liaison avec le tissu placentaire, est une nolécule synthétique
qui n'a pas subit de modifications chimiques, appelées post-
translationnelles au niveau cellulaire, comprenant la glycolysation et
l'acétylation. La glycosylation est une modification très importante pour
la stabilité de l'ACTH et protège cette dernière d'une protéolyse rapide
(Loh & coll., 1979). Il serait possible d'entreprendre différentes études
de protection de l'ACTH contre la protéolyse dans le but de poursuivre les
études de caractérisation de liaison sur les préparations membranaires, et
ce, en utilisant des cocktails d'inhibiteurs enzymatiques différents de
ceux utiliser dans ce travail, incluant: le NEM (N-ethylmaléimide), le
KPTI (Kunitz pancreatic trypsin inhibitor) et le SBTI (soybean trysin
inhibitor), exerçant une action contre les enzymes mentionnées ci-haut.
Quelques inhibiteurs de cette liste ont été utilisés sans succès. Nous
avons choisi de contourner cet obstacle car l'ACTH est trop labile face à
la quantité de substances protéolytiques générées par la préparation des
membranes. L'étude de ce problème semble trop complexe et pourrait être un
projet séparé.
Mais, parallèlement à ce travail, des auteurs ont observé qu'un
mélange de certains inhibiteurs de protéases (pepstatine, benzamidine et
bacitracine) avait la propriété de protéger partiellement l'ACTH d'une
destruction protéolytique et, de façon inattendue, d'éliminer la liaison
non-spécifique du peptide aux matériaux inertes (Hofmann & coll., 1988).
Le mode d'action de ces inhibiteurs demeure inexpliqué, surtout pour la
suppression de la liaison non-spécifique. Il est d'intérêt de vérifier si
ce cocktail d'inhibiteurs serait efficace pour le système de culture
cellulaire ainsi que dans le cas des préparations membranaires
trophoblastiques. Les préparations membranaires ne sont pas souhaitables
94
pour des études avec l'ACTH car la protéolyse de l'hormone est beaucoup
plus importante que pour les cellules entières. Ce phénomène a d'ailleurs
été observé par un autre groupe utilisant des fractions subcellulaires
surrénaliennes (Saez & coll., 1974). Ces grandes difficultées techniques,
rencontrées dans l'étude des récepteurs d'ACTH, sont probablement
l'explication de l'absence de caractérisation complète de la liaison de
cette hormone au niveau placentaire, malgré la reconnaisseince de sa
sécrétion, sa régulation et son effet biologique dfins ce même tissu.
Le dernier système biologique utilisé est celui des cellules
trophoblastiques isolées. Les cellules intactes, utilisées pour l'étude de
liaison de l'ACTH, ont l'avantage de permettre la réalisation de tous les
événements biochimiques conduistint à l'action d'un peptide dans une
cellule, contrairement aux membranes qui demeurent un modèle statique.
Elle évite aussi la ségrégation (vésiculation) des récepteurs, inhérente à
la méthode de préparation des membranes.
Plusieurs études de caractérisation de récepteurs d'ACTH sont
rapportées dans la littérature, mais l'hormone iodée utilisée possédait
seulement 50% de l'activité stéroidogénique du peptide natif. En utilisant
l'analogue synthétique de l'ACTH, contenant un résidu phenylalanine à la
place de la tyrosine en position 2 et un résidu norleucine à la place de
la methionine en position 4, Buckley a réussi à préparer un analogue
marqué possédant une activité biologique ainsi qu'une radioactivité
spécifique maximale (Buckley & coll., 1981). Cet analogue fut employé avec
succès pour la détection et la caractérisation des récepteurs de l'ACTH
sur les cellules surrénaliennes de rat (Gallo-Payet & coll., 1985, Buckley
&  coll., 1981) et humaines (Catalane fc coll., 1986), les adipocytes de rat
(Oelofsen & coll., 1983) ainsi que pour les cellules 3T3-L1 de souris
(Grunfeld & coll., 1985).
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Les résultats présentés dans ce travail montrent que cet analogue
ACTH, qui est équivalent à l'ACTH(l-38), se lie rapidement aux
cellules trophoblastiques, à la température de la pièce et que cette
liaison est réversible et saturable. Nous avons vérifier si le ligtind
marqué est biologiquement actif en l'utilisant sur le système décrit par
Gallo-Payet & Escher (1985). Une concentration de 8xlO~^^M
d'ACTH[l^^I] provoque la sécrétion de 700 pg/ml de corticostérone par
les cellules fasciculées. De plus, dans les conditions d'incubation
utilisées, on n'observe pas de dégradation significative de l'ACTH
marquée. La représentation graphique selon la méthode de Scatchard nous
révèle la présence d'un minimum de deux classes de sites de liaison de
l'hormone. Aucune autre étude décrite pour le placenta ne nous permet de
comparer nos valeurs de constante (Kd) et de capacité de liaison
de l'hormone (voir fig. 14). Des études de caractérisation biochimique du
récepteur de l'ACTH sont rapportées pour des tissus humains, soit des
glandes surrénaliennes normales et tumorales. Saez & coll.(1975) ont
rapporté qu'une concentration d'ACTH(l-24) 3.2xlO~'^M est requise pour
obtenir 50% d'inhibition de la liaison de l'ACTH marquée sur les membranes
du tissu humain normal. Nishisato & coll.(1980) ont trouvé un Kd varifint
entre 3.1x10~''m et 5.1xlO~®M pour la liaison de l'ACTH porcin à une
préparation membranaire de tumeur surrénalienne humaine. Il est donc
douteux que ces sites de faible affinité représentent les récepteurs
intacts de l'ACTH humain car ces travaux furent effectués avec un analogue
instable de l'ACTH, ne possédant pas tout son potentiel d'activité
biologique. Récemment, Catalane & coll.(1986) ont étudié les récepteurs de
l'ACTH au niveau des gleindes surrénales humaines provenant de patients
décédés. L'analyse de la liaison de l'ACTH(l-24) sur les cellules isolées
a  révélé une seule classe de sites de liaison dont les caractéristiques
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sont très similaires à celles des cellules surrénaliennes de rats en
terme de capacité et d'affinité (Kd de 1.6xl0~%). Dans ce travail, nous
avons utilisé le même analogue de l'ACTH ainsi qu'un système de cellules
isolées et avons observé la présence de deux classes de sites de liaison
de l'ACTH avec des affinités inférieures (2.4xlO~® et lxlO~®M) à
celles observées pour le tissu extraplacentaire (Catalane & coll., 1986).
Il existe au moins deux interprétations valables pour expliquer la
non-linéarité des courbes de Scatchard. La première est la présence de
deux ou plusieurs classes de sites de liaison de l'hormone et la seconde
est l'existence de coopérativité entre les sites. L'explication retenue,
suite à l'analyse de nos résultats est celle de plusieurs classes de
sites. En effet, l'analyse de Hill sur les études de compétition montre un
coefficient de 0.97, ce qui guggère l'absence de coopérativité.
L'observation d'une affinité réduite des récepteurs trophoblastiques
par rapport au tissu cible extraplacentaire est observée pour l'ACTH comme
pour la LHRH, qui est le facteur de libération placentaire le mieux
étudié. En effet, on observe une affinité plus faible et une capacité plus
grande de la LHRH pour le placenta comparé à l'hjrpophyse humaine (Bélisle
&  coll., 1987, Iwashita & coll., 1986, Currie 4 coll., 1981) à l'ovaire,
au foie ainsi que dans le rein (Popkin 4 coll., 1983). Cette observation
semble trouver sa signification par la remarque que l'effet biologique de
l'ACTH serait détecté à plus forte dose de l'hormone au niveau
placentaire.
Dans ce sens, Demura 4 coll.,(1982) ont rapporté une concentration
d'ACTH au niveau du tissu trophoblastique de 412 à 1402 pg/g de tissu sec,
équivalent à lxlO~®M, mesurée par une technique de perifusion. Cette
concentration d'ACTH ne semble pas augmenté pendant la grossesse.
a?
La classe de sites de forte affinité trouve alors une signification
biologique tandis que celle de faible affinité nous laisse croire à un
rôle marginal. Il est tentant de se questionner sur l'effet d'une
dégradation du complexe ACTH-récepteur pour expliquer la présence de sites
de basse affinité, mais cette hypothèse n'est pas validée par nos
résultats car nous avons utilisé l'analogue de l'ACTH le plus stable qu'on
puisse retrouver aujourd'hui. Et par ailleurs, des vérifications de la
protéolyse par précipitation au TCA et dialyse par au HPLC démontrent une
très faible altération de l'ACTH marquée. Cependant, il est possible que
le processus de trypsinisation pendant la préparation des cellules
placentaires ait induit une altération de la structure ou du nombre de
récepteurs d'ACTH. Le temps de reconstitution de ces récepteurs n'a pas
été évalué pour le tissu placentaire, mais nos résultats indiquent une
augmentation de la liaison spécifique pendant les premières 24 heures de
culture des cellules, pour atteindre un maximum de liaison entre 24 et 48
heures. Nous pouvons également nous interroger sur les résultats
conflictuels: 1) du coefficient de Hill qui démontre l'absence de
coopérativité et 2) de la dissociation du complexe hormone-récepteur qui
est accentuée par l'hormone elle-même (ce qui suggère une coopérativité
négative). Des études plus approfondies devront être faites pour vérifier
et étudier cet élément complexe de l'interaction ACTH-sites de liaison au
niveau des cellules trophoblastiques. Ces résultats peuvent être expliquer
par: 1) la coopérativité négative ou 2) par la transition des récepteurs
vers une unique classe de sites de liaison (de faible affinité) après
liaison de l'ACTH à la première sous-unité de haute affinité (Adair,
1925).
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Nos résultats nous permettent d'élaborer l'hypothèse que la
sensibilité des cellules placentaires à l'ACTH est contrôlée par une
variation dans le nombre de sites récepteurs. Cette quantité double
lorsque le placenta passe de la mi-gestation à l'accouchement. La grande
capacité de liaison de l'ACTH aux cellules trophoblastiques pourrait
s'expliquer par le résultat d'un processus de régulation positive des
récepteurs pendîint les quelques heures précédant l'accouchement. La
concentration d'ACTH placentaire demeurant constante pendant l'évolution
de la gestation, un phénomène d'augmentation des récepteurs d'ACTH
interviendrait dans le but de sensibiliser le placenta à l'ACTH avant la
période de parturition. Des auteurs (Hiroshima & coll., 1984) ont rapporté
une augmentation très significative de la capacité que possède le placenta
à  lier l'ACTH, sans démontrer les caractéristiques biochimiques de cette
liaison, pour les derniers jours de la gestation (15 à 30xl0~^^M /mg
protéines). Ce phénomène de régulation positive a d'ailleurs été décrit
par Durand et Locatelli, (1980), dans le cas des récepteurs d'ACTH
foetaux. Ils ont suggéré que l'hormone elle-même serait un des facteurs
contribufint à la régulation de ses propres récepteurs dont l'effet serait
d'augmenter la sensibilité du tissu à l'ACTH.
La consteinte de dissociation du site de haute affinité, de l'ACTH, au
niveau des cellules trophoblastiques est en excellente corrélation avec la
dose optimale d'ACTH (10"® et 10~®M) pour induire une stimulation de
la sécrétion de progestérone et d'estradiol (Barnea & coll., 1986).
Cependant, de manière innattendue, nos résultats nous amènent à conclure à
l'absence d'effet biologique de l'ACTH sur la stéroidogénèse placentaire.
Il ne nous pas possible d'expliquer cette contradiction, mais des
différences dtins la préparation du tissu sont probablement la cause de
cette divergeance majeure. Le groupe de Barnea travaille avec des explzints
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tandis que nous étudions un système de cellules isolées. Les résultats
observés dans la littérature, concernant la production placentaire de
progestérone et d'estrogène, restent peu nombreux et contreidictoires. Pour
l'ensemble des études in vitro, il existe une différence entre les effets
obtenus (en réponse à une même hormone) selon le modèle expérimental
(homogénats, fractions subcellulaires, explants, etc...). Seins la
détermination exacte des types cellulaires impliquées dans les synthèses
hormonales, les effets biologiques de l'ACTH sur ces cellules deviennent
difficiles à évaluer.
Notre système d'étude est constitué d'une forte majorité de cellules
cytotrophoblastiques et la viabilité de ces cellules est bien démontrée
par la présence des structures intracellulaires (réticulum endoplasmique
rugueux, noyau, etc...) ainsi que par l'intégrité des membranes cellulaire
et nucléaire. De plus notre système cellulaire possède la capacité de
sécréter la progestérone de façon spontanée et les niveaux de sécrétion
atteints correspondent aux mêmes résultats qu'obtient le groupe de Kliman
& coll (1986), en utilisant des cellules trophoblastiques en culture.
Dans le placenta, la production de progestérone dépend surtout de
l'approvisionnement en cholestérol associé aux LDL. Le tissu
trophoblastique contient des récepteurs de LDL, mais les facteurs
régulateurs de leur synthèse sont inconnus (Winkel & coll., 1980). La
sécrétion de progestérone par le placenta est influencée par 1' AMPc. Il
est donc très probable que l'ACTH, utilisant le AMPc pour second messager,
influence cette sécrétion. Des produits contribuant à augmenter la
concentration de ce second messager (dcAMP et forskoline) ont été ajoutés
aux préparations cellulaires et les résultats démontrent aucun effet sur
la sécrétion de progestérone,. Il devient donc plus évident que notre
système cellulaire possède une insensibilité à répondre à une stimulation.
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par une libération de progestérone et ce phénomène semble relier à des
facteurs autres que ceux de la liaison hormone-récepteur et de la
production de AMPc. Nous écartons l'hypothèse d'un manque de précurseurs
stéroidiens car nos résultats démontrent une augmentation de la sécrétion
de base de la progestérone, mais aucun effet sur sa sécrétion, lorsque les
cellules sont incubées avec des LDL. Pour notre système d'étude, l'effet
de l'ACTH sur la sécrétion trophoblastique d'estreidiol semble inexistant,
même en présence de précurseurs stéroidiens (DHEAS).
L'observation d'une stimulation de libération de progestérone dans les
résultats préliminaires (l'ACTH stimule la libération de progestérone par
2x) pourrait être expliquée par l'utilisation d'un lot différent du sérum.
En effet, Branchaud & coll., (1983) mentionnent que la qualité des
différents lots de sérum est responsable d'une variation importante de la
qualité, la croissance et la sécrétion des cellules trophoblastiques
maintenues en culture.
Barnea & coll., (1986), utilisant un tissu placentaire entier (cyto et
sjmcytiotrophoblastes) ont constaté une stimulation de la libération de la
progestérone (2.Sx) et de l'estradiol (2x), avec une dose de 10~®M
d'ACTH. Dans ce système, les cellules matures de type syncytiotrophoblaste
pourraient être majoritairement responsables du contrôle de la
stéroïdogénèse. Dans notre système d'étude, la digestion à la trypsine
libère essentiellement des cellules cytotrophoblastes qui demeurent au
même stïide de différenciation lorsque les études de stimulation sont
effectuées (24 heures). Ces résultats pourraient expliquer l'absence
d'effet de l'ACTH dans notre système. Il serait alors difficile
d'expliquer le rôle des récepteurs d'ACTH dans les cellules souches. Leur
présence pourrait être reliée à une activité de croissance et de
différenciation cellulaire. En effet, des
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études morphologiques montrent que les cellules glomérulées de la glande
surrénalienne se transforment en cellules fasciculées après un traitement
prolongé à l'ACTH (McDougall & coll., 1980). De plus, les cellules
testiculaires de Leydig synthétisent l'ACTH qui va provoquer
l'accumulation de l'AMPc dans les cellules de Sertoli afin de stimuler
leur croissance in vitro (Bardin & coll., 1984). Ces récepteurs peuvent
également être responsable de la stimulation de production de
prostaglandines observée par le groupe de Jones (1990).
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5. CONCLUSION
Les travaux présentés dans ce mémoire décrivent, pour la première
fois, les caractéristiques biochimiques de la liaison de l'hormone
adrénocorticotropique au niveau d'un tissu placentaire. Le placenta humain
contient deux types de site de liaison de l'ACTH, contrairement à ce qu'on
observe pour la glande surrénalienne humaine (une seule classe). Les
constïuites de liaison observées démontrent une plus faible affinité de
l'ACTH pour le tissu placentaire par rapport au tissu classifié (la glande
surrénalienne). Le placenta semble contrôler sa sensibilité pour l'ACTH
par une augmentation du nombre de ses récepteurs pendant l'évolution de la
gestation. L'ACTH n'excerce pas d'effet physiologique sur la sécrétion
placentaire de progestérone et d'estradiol pour le système cellulaire
utilisé. La constante de liaison du lligand pour le site de plus haute
affinité correspond à la concentration d'ACTH optimale, observée par un
autre groupe (Barnea & coll., 1986), pour obtenir une stimulation maximale
de la sécrétion de progestérone et d'estradiol en utilisîint un système
d'étude différent des cellules isolées (explant placentaire). Notre
technique de préparation de cellules placentaires permet la purification
des cytothrophoblastes (Kliman, 1986) et ces dernières ne sont pas
transformées en sjrncytiotrophoblastes. Or ces types cellulaires sont
morphologiquement et fonctionnellement différents et tous les deux sont
présent dans l'expiant placentaire. La sécrétion de progestérone est
présente dans les deux types cellulaires (Kliman, 1986) mais l'ACTH peut
influençer cette sécrétion plus précisément dans le syncythiotrophoblaste.
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Il serait important de continuer cette étude pour ce type cellulaire. Il
est fort probable que l'ACTH possède un rôle dans le contrôle du système
endocrinien pendant la grossesse. Son action s'effectue au niveau
placentaire et semble être médiée par des réçepteurs biologiques dont la
liaison est maintenant caractérisée. Bien sûr ces travaux nécessiterons
une recherche plus appronfondie des effets biologiques possibles de l'ACTH
sur le tissu trophoblastique (sécrétion de stéroides et prostaglandines).
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6. PERSPECTIVES.
La présence de sites de liaison de l'ACTH au niveau du tissu
trophoblastique humain soulève de nouvelles questions quant au rôle
endocrinien de l'ACTH lors du phénomène de parturition. Beaucoup de
travail reste encore à faire dans l'étude des effets biologiques immédiats
de l'ACTH au niveau du placenta. On doit s'interroger sur la spécificité
cellulaire impliquée dans l'effet de l'ACTH sur la stéroïdogénèse
placentaire. L'utilisation de cultures de cellules pourrait nous permettre
de comparer nos résultats obtenus pour des cellules cytotrophoblastiques,
avec ceux pour des cellules sjTicytiotrophoblastiques. Cette action de
l'ACTH au moment de l'accouchement devient plus évidente avec
l'observation récente que l'oxytocine stimule la sécrétion in vitro de
peptides dérivés du POMc au niveau du tissu à terme. De plus, on devrait
étudier les effets de l'ACTH sur la croissance et la différenciation des
cellules cytotrophoblastiques. Avant tout, il serait préférable de
vérifier l'effet de l'ACTH sur la production de prostaglandines, ce qui
vient récemment d'être observé.
Une perspective de recherche intéressante vise à déterminer les
mécajiismes de réponses intracellulaires impliqués dans l'action de l'ACTH.
Concernant les événements post-liaison qui sont observés après la liaison
de l'ACTH à son(ses) récepteur(s) de cellules surrénaliennes, il est clair
que l'hormone agit via deux seconds messagers: le Ca^"*" et l'AMPc. Par
contre, des résultats ambiguës sont rapportés dans la littérature, mais le
Ca^"*" et l'AMPc sont définitivement impliqués dans la régulation de la
sécrétion stéroidogénique placentaire (progestérone et estradiol).
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